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Résumé 
Cette thèse est composée de deux parties : 
La première partie rend compte de l’étude structurale de la protéine RrgA. RrgA est 
associée au pilus du pathogène Streptococcus pneumoniae et participe aux premières étapes 
de colonisation chez l’hôte en se liant à plusieurs composés de la Matrice Extra Cellulaire. 
Nous avons résolu la structure de cette protéine à 1.9 Å par cristallographie aux rayons-X. 
RrgA possède une structure allongée formée de quatre domaines alignés d’origine eucaryote 
et procaryote. En effet, trois domaines ayant des similarités structurales avec les IgG et le 
domaine Cna-B semblent servir de piédestal pour orienter et présenter le domaine fonctionnel 
de type Intégrine. Nous avons confirmé la formation de deux ponts isopeptidiques 
stabilisateurs par spectrométrie de masse. De plus, le domaine intégrine possède deux 
insertions particulières dont la présence pourrait être impliquée dans la reconnaissance des 
divers substrats par RrgA.   
La deuxième partie de cette thèse est axée sur l’étude structurale du complexe ATPase 
et de ExsB, la pilotine présumée du système de sécrétion de type III chez Pseudomonas 
aeruginosa, bactérie opportuniste et jouant un rôle majeur dans l’infection des patients 
atteints de mucoviscidose. Pour la première fois, nous avons mis au point un protocole 
d’expression et de purification sous forme soluble de l’ATPase PscN en complexe avec une 
protéine partenaire, PscL. Des cristaux de ce complexe ont été obtenus au robot du PSB. Par 
ailleurs, nous avons confirmé l’expression de la lipoprotéine ExsB chez P. aeruginosa que 
nous avons localisée au sein de la membrane externe. De plus, nous avons résolu la structure 
de cette protéine qui présente un nouveau repliement et qui établie les bases structurales pour 
l’étude des pilotines pour tous les systèmes de sécrétion de type III de la famille Ysc. 
 
Abstract 
This manuscript is made up of two parts 
The first part describes the structural study of RrgA from Streptococcus pneumoniae. 
This protein is a pilus-associated adhesin that is able to bind to several components of the 
Extra Cellular Matrix and thus, participates in the first steps of host colonization. We solved 
the structure of RrgA to 1.9 Å by X-Ray crystallography. We showed that RrgA folds into an 
elongated 4-domain structure, and these domains display both eukaryotic and prokaryotic 
origins. Actually, three out of the four domains are reminiscent of IgG and Cna-B structures 
and act like stalks to orient and display the large Integrin-like domain. We confirmed the 
presence of two isopeptide bonds by mass spectrometry and hypothesised that the two 
inserted arms in the integrin domain could explain the wide variety of substrates RrgA can 
bind. 
The second part of this manuscript focuses on the structural studies of the ATPase 
complex as well as ExsB, the putative pilotin of the type III secretion system from 
Pseudomonas aeruginosa. This bacterium is a major threat in hospital-acquired infections and 
the main pathogen found in cystic-fibrosis suffering patients. For the first time we were able 
to express and purify the ATPase PscN in complex with its partner PscL. Crystallization trials 
led to a very promising condition that is being refined. Moreover, we confirmed expression of 
the lipoprotein ExsB in P. aeruginosa that we localised in the outer membrane. To have a 
better understanding of this protein, we also solved its high-resolution structure that displays a 
novel fold and our study paves the way for coming studies concerning pilotins. 
 
Keywords : Pseudomonas aeruginosa, Type III Secretion System, X-ray crystallography, 
Streptococcus pneumoniae, Pilus, Adhesin. 
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Liste des abréviations 
 
 
°C : degrée centigrade 
ADN : Acide désoxyrobnucléique  
ADPRT : ADP Ribosyl Transférase 
AMP : Adenosine Mono Phosphate 
ARN : Acide Ribonucléique 
C12E8 : Polyoxyethylene dodecyl ether / 3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxahexatriacontan-1-ol  
CBP : Choline-Binding Proteins  
CHAPS : 3-[(3-Cholamidopropyl)-Diméthylammonio]-1-Propane Sulfonate 
CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 
CNRP : Centre Natiotional de Référence du Pneumocoque 
CWSS : Cell Wall Sorting Signal 
Da : Dalton 
DDM : n-Dodécyl-!-D-Maltopyranoside 
DO : Densité Optique 
EARSS : European Antimicrobial Resistance Surveillance Network 
Fc : Fragment commun des Ig 
GAP : GTPase activating Protein 
GST : Glutathion-S-Transférase 
GTP : Guanosine Tri Phosphate 
HTXlab : High Throughput Crystallisation lab 
Ig : Immunoglobuline 
INVS : Institut National de Veille Sanitaire 
IPTG : Isopropyl !-D-thiogalactopyranoside 
LAPAO : 3-Dodecylamido-N,N’-dimethylpropyl amine oxyde 
LB : Luria-Bertani Broth 
LDAO : Lauryldimethylamine-N-oxide 
MAD : Multiple-wavelength Anomalous Diffraction 
MBP : Maltose Binding Protein 
MES : 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 
MSCRAMM : Microbial Surface Component Recognising Adhesive Matrix Molecules 
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OMS : Organisation mondiale de la santé 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PDB : Protein Data Bank 
PEG : Poly-Ethylene-Glycol 
PI-I : Pathogenicity Islet I 
PMSF : Phenylmethanesulfonylfluoride 
PSB : Partnership for Structural Biology 
Rlr : Rof-like regulator 
Rrg : Rof-like regulated gene 
rpm : rotations par minute 
SAD : Single-wavelength Anomalous Diffraction 
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate 
SOD : Superoxide Dismutase 
Srt : Sortase 
T2SS : Système de sécrétion de type II 
T3SS : Système de Sécrétion de Type III  
T4bSS : Système de sécrétion de type IVb  
TB : Terrific Broth 
TEV : Tobacco Etch Virus 
Tm : Température de fusion 
TM : TransMembrane 
TPR : TetratricoPeptide Repeat 
Tris : Trishydroxyméthylaminométhane 
TSA : Thermal Shift Assay 
UA : Unité Arbitraire 
VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 
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Avant Propos : 
 
J’ai rejoins le Groupe de Pathogénie Bactérienne de l’IBS pour effectuer mon stage de 
Master II. Le sujet sur lequel j’ai travaillé pendant cette période de quelques mois concernait 
la caractérisation structurale et fonctionnelle de protéines impliquées dans la biogenèse du 
pilus du pneumocoque. Pendant ce stage, j’ai pu m’initier à la cristallographie aux rayons X 
en résolvant la structure d’une sortase, la sortase Srt-C3, en étroite collaboration avec Carlos 
Contreras-Martel et Clothilde Manzano, membres du groupe. Parallèlement à l’étude de cette 
sortase, j’ai initié des tests de cristallisation de RrgA, l’adhésine du pilus du pneumocoque, 
lesquels se sont avérés extrêmement prometteurs. A la fin de cette période de stage, j’ai émis 
le souhait de rester dans le groupe pour réaliser ma thèse et Andréa Dessen m’a alors proposé 
un sujet de thèse financée par Vaincre La Mucoviscidose, association s’intéressant à la 
biogenèse du Système de Sécrétion de Type III chez Pseudomonas aeruginosa, première 
cause d’infections chez les patients atteints de cette maladie génétique. Pendant la première 
année de ma thèse, j’ai donc travaillé parallèlement sur deux projets le temps de terminer les 
expériences et écrire un premier article sur RrgA. Cela explique que ce manuscrit soit 
composé de deux parties, une sur l’étude du pilus du pneumocoque et l’autre sur l’étude du 
Système de Sécrétion de Type III chez Pseudomonas aeruginosa.  
Au cours de ma thèse, nous avons publié la majorité des résultats que nous avons 
obtenu et je compte aujourd’hui deux articles scientifiques et une revue en tant que premier 
auteur ainsi que deux articles et une revue supplémentaires en co-auteur . Pour cette raison, le 
manuscrit que je vous présente est une thèse sur publications. Une introduction ainsi qu’une 
section « Matériel et Méthodes » explique cependant le contexte scientifique de chacune de 
mes deux publications. 
 
 
 
 
 
 
14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15 
Liste des publications obtenues au sein du Groupe de Pathogénie 
Bactérienne : 
 
 
 
Izoré T, Perdu C, Job V,  Attrée I, Faudry E, Dessen A. (2011) Structural Characterization 
and membrane localization of ExsB from the type III secretion system (T3SS) of 
Pseudomonas aeruginosa. J.Mol.Biol. Accepted, In-press 
 
 
Izoré T, Job V, Dessen A. (2011) Biogenesis, regulation, and targeting of the type III 
secretion system. Structure 19(5):603-12. Invited Review 
 
 
Matteï PJ, Faudry E, Job V, Izoré T, Attree I, Dessen A. (2011) Membrane targeting and pore 
formation by the type III secretion system translocon. FEBS J 278(3):414-26. Invited Review 
 
 
Izoré T, Contreras-Martel C, El Mortaji L, Manzano C, Terrasse R, Vernet T, Di Guilmi AM, 
Dessen A. (2010) Structural basis of host cell recognition by the pilus adhesin from 
Streptococcus pneumoniae. Structure 18(1):106-15. 
 
 
Manzano C, Izoré T, Job V, Di Guilmi AM, Dessen A. (2009) Sortase activity is controlled 
by a flexible lid in the pilus biogenesis mechanism of gram-positive pathogens. Biochemistry 
48(44):10549-57. 
 
 
Manzano C, Contreras-Martel C, El Mortaji L, Izoré T, Fenel D, Vernet T, Schoehn G, Di 
Guilmi AM, Dessen A. (2008) Sortase-mediated pilus fiber biogenesis in Streptococcus 
pneumoniae. Structure 16(12):1838-48. 
 
 
 
 
 
16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PREMIERE PARTIE : 
Structure et fonction du pilus 
chez Streptococcus 
pneumoniae 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 INTRODUCTION 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
S. pneumoniae  Introduction 
 
21 
I Streptococcus pneumoniae 
I.1 Présentation générale 
C’est en 1881 que deux microbiologistes, George M. Sternberg aux Etats-Unis et 
Louis Pasteur en France, isolèrent cette bactérie organisée en paires ou en chainettes dans des 
échantillons de salive. Les deux chercheurs démontrent par la suite le rôle pathogène de la 
bactérie et l’identifient comme agent responsable de pneumonies, ce qui lui a valu d’être 
nommée Diplococcus pneumoniae. Ce n’est qu’en 1974 qu’elle prit le nom actuel de 
Streptococcus pneumoniae de part ses caractéristiques morphologiques lors de la croissance 
sous forme de chainettes en milieu liquide (du grec « Strepto » pour « chaine » et « coccus » 
pour « graine »). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Streptococcus pneumoniae est une bactérie à Gram-positif, et est communément 
appelée « pneumocoque ». 
 
Le pneumocoque réside sous deux formes différentes dites non-encapsulée et 
encapsulée, cette dernière étant la forme pathogène (Watson et Musher, 1990). La capsule est 
un déterminant antigénique majeur et son rôle dans les processus physiopathologiques est très 
important. La nature chimique de ces composés polysaccharidiques varie et à l’heure actuelle, 
91 types de capsules ont été identifiés ce qui a permis de caractériser autant de sérotypes 
différents, le dernier ayant été identifié en 2007 (Park et al., 2007). 
 
I.2 Pathologies et données épidémiologiques 
Streptococcus pneumoniae est une bactérie commensale des voies respiratoires 
supérieures, souvent à l’origine d’infections de la sphère oropharyngée, mais aussi de 
Figure 1 : 
Cliché de microscopie 
électronique de S. pneumoniae 
non encapsulé 
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pneumopathies communautaires et de méningites. La colonisation de la muqueuse du 
rhinopharynx se fait dès le troisième mois de vie du nourrisson pour atteindre un taux de 
portage maximum de 50% vers l’âge de 2 à 3 ans, notamment en hiver et chez les enfants 
vivant en collectivité. Ce taux diminue ensuite avec l’âge pour atteindre 5 à 10% chez 
l’adulte. L’infection clinique associant une réaction inflammatoire et une prolifération 
microbienne est généralement induite à la suite d’une infection virale ou lorsque le sujet 
possède un système immunitaire affaibli comme chez les jeunes enfants, les personnes âgées 
ou immunodéprimées. La migration de la bactérie vers des régions stériles conduit au 
développement de maladies dites non invasives comme les sinusites, les otites et les 
bronchites. L’accès aux poumons et le développement des pneumonies est facilité par deux 
composés bactériens sécrétés, la pneumolysine et une protéase spécifique des 
Immunoglobulines A1 humaines (Weiser 2010). Enfin, dans les cas les plus graves et sous 
l’action de neuraminidases et hyaluronidases qui dégradent le tissu conjonctif, le 
pneumocoque peut passer la barrière hémato-encéphalique et donner lieux à des infections 
invasives comme les méningites. 
 
Un rapport de l’OMS évalue le nombre de personnes décédant chaque année d’une 
infection au pneumocoque à plus de 1,6 million, incluant 0,7 million d’enfants de moins de 5 
ans (www.who.int). 
En France, en 2008, 6679 cas d’infections invasives à S. pneumoniae ont été dénombrés 
parmi lesquels 611 méningites et 6068 bactériémies. Entre 2007 et 2008, sans considération 
d’âge, le nombre d’infections invasives a significativement augmenté  (+14%) (Dorléans et al. 
2010 ; INVS). Cependant, concernant les sujets entre 0 et 23 mois, le nombre de ce type 
d’infection est en forte diminution (-32,5%) probablement grâce à la large couverture du 
vaccin Prevenar®.  
 
I.3 Les traitements  
I.3.1 Les traitements préventifs 
De nos jours, la vaccination est le principal moyen de prévenir les infections au 
pneumocoque dans les pays développés. Dès les années 1920, il fut montré que les 
polysaccharides capsulaires étaient antigéniques et pouvaient être intégrés dans un vaccin. Le 
premier vaccin fut créé en 1945 lorsque le docteur Bernhardt et son équipe ont immunisé des 
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patients avec des polysaccharides de la capsule (MacLeod et al., 1945). Toutefois, 
l’enthousiasme grandissant autour des antibiotiques mena rapidement à l’abandon des 
recherches sur les vaccins. Ce n’est qu’au milieu des années 1960 que les polysaccharides de 
la capsule furent réellement étudiés. Depuis 2010, le groupe pharmaceutique Pfizer 
commercialise en France un vaccin conjugué (Prevenar13®) comportant des antigènes 
appartenant aux 13 sérotypes les plus communs dans les infections dues au pneumocoque. Ce 
vaccin se compose également d’une toxine diphtérique permettant une meilleure stimulation 
du système immunitaire des enfants en bas âge.  
Le principal inconvénient de ce type de vaccin réside dans son coût de fabrication qui 
est très élevé mais aussi dans le fait que la protection reste restreinte à quelques sérotypes 
uniquement. En effet, d’une part, le coût de fabrication des vaccins conjugués rend difficile 
leur mise en œuvre dans les pays en voie de développement et d’autre part, ce vaccin laisse 
l’opportunité aux sérotypes non-vaccinaux de se développer, ce qui a dores et déjà été 
rapporté concernant l’utilisation d’un vaccin heptavalent (Prevenar®) en France mais aussi 
aux Etats-Unis (Lepoutre et al., 2008, Moore et al., 2008). 
 
I.3.2 Les traitements curatifs et le développement des résistances 
Avec l’utilisation intensive des antibiotiques, les premières souches résistantes à la 
pénicilline sont identifiées dès 1977 en Afrique du Sud dans un hôpital de Johannesburg 
(Jacobs et al., 1978). Ces souches se sont alors rapidement disséminées à travers le monde et 
en 2002, en France, plus de 53% des souches de pneumocoques présentaient une sensibilité 
diminuée à la pénicilline (rapport d’activité 2009 du Centre National de Référence du 
Pneumocoque; www.invs.sante.fr). En 2008, de nombreux pays européens étaient confrontés 
à une forte incidence de souches de pneumocoques à sensibilité diminuée à la pénicilline 
(Figure 2), (Rapport annuel 2008 de l’EARSS : European Antimicrobial Resistance 
Surveillance System). 
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Le développement de résistance à la pénicilline n’est pas un cas isolé et il a été rapporté des 
taux de résistances élevés à d’autres antibiotiques de la classe des !-lactamines (comme 
l’amoxicilline et le céfotaxime), mais aussi à d’autres classes d’antibiotiques notamment aux 
sulfamides, à la tétracycline et au chloramphénicol (CNRP, rapport d’activité 2009). De ce 
fait, un consensus médical de traitement des infections pneumococciques a vu le jour en 2008 
et prévoit, pour les cas les plus difficiles, l’utilisation conjointe de deux céphalosporines de 
3ème génération, le Céftriaxone et le Céfotaxime (Fédération Française d’Infectiologie, 
www.infectiology.com).  
 
I.3.3 Vers de nouvelles cibles thérapeutiques 
L’émergence rapide de sérotypes non-vaccinaux (remplacement sérotypique) ainsi que 
l’évolution importante de phénomènes de résistance et de multi-résistance poussent les 
scientifiques à s’intéresser à de nouvelles cibles pour le développement de molécules à visée 
pharmaceutique afin de prévenir les infections aux pneumocoques. Les facteurs de virulence 
exposés à la surface bactérienne pourraient être des cibles potentielles. Ces derniers étant pour 
la plupart conservés chez de nombreux sérotypes, leur introduction dans un vaccin pourrait 
limiter l’émergence de nouvelles souches. 
 
Figure 2 : 
Carte de l’Europe représentant 
l’incidence de pneumocoques de 
sensibilité diminuée à la 
pénicilline par pays en 2008. 
(EARSS Annual report 2008) 
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II Les facteurs de virulence 
Les facteurs de virulence du pneumocoque sont très importants dans les étapes de 
colonisation et d’infection et ne sont pas tous exprimés de la même façon par les différents 
sérotypes. Ceci explique en partie la différence de toxicité des différentes souches (Mitchell et 
Mitchell, 2010). Le pneumocoque possède de nombreux facteurs de virulence et le rôle des 
plus importants d’entre eux sera détaillé dans les prochains paragraphes. 
 
II.1 La capsule 
La capsule polysaccharidique est probablement le facteur de virulence le plus 
important chez le pneumocoque. En effet, celle ci joue un rôle protecteur majeur notamment 
contre les anticorps exprimés par l’hôte. En absence de capsule, les anticorps se lient à la 
surface de la bactérie et active la cascade du complément. Dans le cas de souches 
encapsulées,  la présence de cette couche polysaccharidique empêche les anticorps et le 
fragment iC3b issu du complément d’atteindre leurs récepteurs à la surface de la bactérie. 
Ceci à pour effet de diminuer l’opsonisation de la bactérie par les macrophages (Hyams et al., 
2010). La capsule protège aussi de la clairance mucocilliaire, de certaines molécules 
antibiotiques et de l’autolyse bactérienne (Nelson et al., 2007a ; Van der Poll, 2009). 
 
II.2 La pneumolysine 
La pneumolysine est une cytotoxine de 52 kDa présente au sein du cytoplasme de 
toutes les souches de pneumocoque. Lors de la lyse des bactéries, cette Cytolysine 
Dépendante du Cholesterol (CDC) est libérée en très grande quantité à proximité de la 
membrane des cellules hôtes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: Pore formé 
par la pneumolysine 
 
Cliché de microscopie 
électronique du prépore 
et du pore de 
pneumolysine. 
 
Les monomères 
s’assemblent pour former 
un prépore puis un pore 
(Tilley et al., 2005). 
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L’oligomérisation des monomères de pneumolysine conduit à la formation du prépore. Dans 
un deuxième temps, des changements structuraux très importants sont effectués, notamment 
la transition de tout un domaine d’une forme hélicale vers une forme en feuillet béta qui va 
s’enchâsser dans la membrane et in fine, mener à la formation du pore. Un tel pore, avec un 
diamètre de près de 400 Å (Figure 3), induit des disfonctionnements cellulaires majeurs 
conduisant à la mort de la cellule (Tilley et al., 2005). 
Lorsque la concentration ne permet pas la formation d’un pore, principalement pendant les 
premières étapes de l’infection, il a été démontré que la pneumolysine pouvait causer d’autres 
effets comme l’induction de l’apoptose (Braun et al., 2002), l’activation de la voie du 
complément (Mitchell et al., 1991) et induire des réactions pro-inflammatoires au niveau des 
cellules immunitaires (Cockeran et al., 2001). 
 
II.3 Les protéines à LPxTG 
Les protéines à motif LPxTG sont une grande famille de protéines associées de 
manière covalente au peptidoglycane par une enzyme appelée sortase. Les protéines 
possédant ce motif sont ancrées à la surface de la bactérie. Le pneumocoque exprime de 
nombreux facteurs de virulence utilisant ce motif. Il s’agit notamment de la hyaluronidase, de 
la neuraminidase de la protéase à sérine PrtA et de la protéase des IgA1. 
 
•  La hyaluronidase dégrade les acides hyaluroniques qui sont des composants de la 
matrice extracellulaire. Comme il a été montré pour les triponèmes (agent causal de la 
syphillis, bactéries de la famille des spyrochetes), (Fitzerald et al., 1987), l’action de 
cette protéine facilite la dissémination du pathogène au sein de l’hôte (Paton et 
Ferrante, 1983) mais provoque aussi l’inflammation des tissus pulmonaires via 
l’interaction avec des cytokines pro-inflammatoires (Mitchell et Mitchell, 2010).  
 
• La neuraminidase, comme son nom l’indique, est une enzyme qui dégrade l’acide N-
acétylneuraminique présent dans les glycolipides, les lipoprotéines et les 
oligosaccharides à la surface des cellules. Ceci permet à la bactérie d’avoir accès à de 
nombreux récepteurs membranaires normalement masqués. De plus, les effets de la 
neuraminidase pourrait favoriser la formation de biofilms (Trappetti et al., 2009). 
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• PrtA est une protéine récemment découverte suite à une recherche génomique sur le 
sérum de patients ayant été infectés par différentes souches de pneumocoque. Peu de 
choses sont connues sur cette protéine de la famille des subtilases (protéases à sérine 
comme la subtilisine). Cependant son rôle dans la virulence a clairement été démontré 
en modèle murin et de nombreuses recherches s’intéressent maintenant à cette 
protéine. En effet, une souche mutante n’exprimant pas cette protéine présente une 
virulence amoindrie (Bethe et al., 2001). Il est aussi important de noter que 
l’expression de PrtA est co-régulée avec d’autres facteurs de virulence, comme la 
pneumolysine et le pilus de type I (PI-I), par le facteur de transcription (Psa)R. 
 
• La protéase des IgA1 
Le pneumocoque possède une protéase particulière capable de dégrader les 
immunoglobulines A1 (IgA1) entre la région spécifique et le fragment commun (Fc). 
Ces IgA1 sont les anticorps les plus nombreux au niveau du site d’interaction hôte 
pathogène. L’activité de la protéase conduit à une immunoglobuline tronquée, où le 
fragment commun (Fc) n’est plus présent. De ce fait, les récepteurs du Fc à la surface 
des cellules de l’immunité ne reconnaissent plus leur cible (Weiser, 2010). 
 
II.4 Les protéines liées à la choline (CBPs) 
Les CBPs (pour Choline Binding Proteins) sont une famille de protéines associées à la 
surface de la bactérie via l’interaction non covalente avec les résidus cholines présents au 
niveau des acides teichoiques et lipoteichoiques au sein de la paroi bactérienne. Le nombre de 
CBPs est dépendant du sérotype considéré et nombreuses sont celles qui sont impliquées dans 
la virulence. Nous pouvons notamment citer les quatre principales : les enzymes 
hydrolytiques LytA, LytB, LytC et CbpE. 
 
• L’autolysine LytA joue un rôle important dans la virulence car son activité lytique (N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase) induit le relargage de produit de dégradation du 
peptidoglycane possédant une activité hautement inflammatoire. De plus, il a été 
récemment montré qu’une déficience en autolysine provoquait une diminution 
drastique de la virulence en modèle murin (Hirst et al., 2008). En effet, après 
inoculation cérébro-rachidienne de souches pathogènes de pneumocoque, les souris 
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meurent en 26 heures pour la souche sauvage et survivent à l’infection lorsque cette 
même souche est délétée de LytA. 
 
• Les enzymes LytB, LytC et CbpE sont impliqués dans la colonisation du nasopharynx 
(Gosink et al., 2000) mais leur rôle précis n’est pas encore bien connu. LytB est une 
muramidase, LytC est une protéine de la famille du lysosyme et CbpE possède une 
affinité pour le plasminogène qui permettrait de faciliter le passage de la bactérie vers 
les tissus profonds de l’hôte (Attali et al., 2008). 
 
II.5 Les pili  
Certaines souches de pneumocoque possèdent des structures 
protéiques appelées pili à leur surface (Figure 4). Il existe deux types 
de pili différents chez le pneumocoque pour lesquels la nomenclature 
est basée selon leur date de découverte. PI-I (Pathogenicity-Islet I) a 
été découvert en 2006 (Barocchi et al., 2006) et PI-2 en 2008 
(Bagnoli et al., 2008). Les pili ont pour fonction principale 
d’augmenter la capacité d’adhésion du pneumocoque sur les cellules 
de l’hôte. 
 
 
 
 
L’ensemble des facteurs de virulence du pneumocoque est détaillé dans deux revues récentes 
de grand intérêt :  
J. N. Weiser (2010) : The pneumococcus : Why a commensal misbehaves. 
A.M. Mitchell et T.J. Mitchell (2010) : Streptococcus pneumoniae : Virulence factors and 
variation. 
 
III Les pili 
Les pili sont des structures associées à la surface des bactéries, qu’elles appartiennent 
à la classe des Gram-positif ou des Gram-négatif. Ils sont définis comme étant des structures 
protéiques non flagellaires composées de plusieurs sous-unités assemblées (Kline et al., 
Figure 4: Cliché de microscopie 
électronique en coloration négative de S. 
pneumoniae mettant en évidence la 
présence des pili (Barocchi et al, 2006) 
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2010). Ils ont tout d’abord été observés chez les bactéries à Gram-négatif en 1949 par 
Anderson et Houwink puis en 1968 chez l’organisme à Gram-positif Corynebacterium renale 
(Yanagawa et al., 1968). Dès lors, de nombreux noms leur ont été attribués comme « poils, 
cils, filaments, fimbriaes, fibrilles, aiguilles et pili » mais au fil du temps, les noms de pili et 
de fimbriae se sont imposés (Fronzes et al., 2008) ; les termes de « filaments » et 
d’ « aiguilles » étant aujourd’hui associés au flagelle et à l’injectisome de type III (Cornelis, 
2006). Les pili sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires comme l’adhésion sur 
les tissus hôtes, l’agrégation cellulaire, la formation de biofilms (Mandlik et al., 2008), 
l’immunomodulation, la motilité (Jin et al., 2011) et le transfert d’ADN (Koebnik R, 2001). 
Evidemment, un seul type de pili n’est pas capable de toutes ces fonctions et il a été démontré 
que les pili des bactéries à Gram-négatif appartiennent à une des classes suivantes : les pili de 
type I qui sont les plus récurrents, les pili de type IV ou les pili de type curli (Telford et al., 
2006 ; Fronzes et al., 2008). Dans ce manuscrit, je ne détaillerai que les ressemblances et 
différences des pili de type I, assemblés par la voie « Chaperone-Usher » chez les bactéries à 
Gram-négatif, avec les pili assemblés par la voie des sortases chez les Gram-positif. Ce choix 
est motivé par les similitudes fonctionnelles de ces deux structures (adhésion sur tissus hôtes, 
agrégation, formation de biofilm et immuno-modulation), (Mandlik et al., 2007 ; Telford et 
al., 2006). 
En effet, bien que le mécanisme d’assemblage soit complétement différent (Figures 5 et 7), on 
oublie souvent que les pili, quelque soit l’organisme qui les produit, doivent répondre à 
certaines caractéristiques primordiales. Le rôle des pili est de créer une liaison extracellulaire 
entre deux organismes. Cette liaison peut s’établir entre deux bactéries, comme c’est le cas 
pour le transfert d’ADN notamment, ou entre un pathogène/symbiote et son hôte. Dans les 
deux cas, la bactérie doit être capable de former une liaison stable et très résistante au milieu 
extérieur et aux défenses immunitaires. Les bactéries à Gram-positif ont pour cela développé 
une stratégie différente de celle utilisée par les Gram-négatif mais toutes deux présentent une 
remarquable efficacité.  
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III.1 Biogenèse des pili de type I chez les bactéries à Gram-négatif. 
 
III.1.1 Mécanisme général : 
Les pili de type I sont les pili les plus représentés chez les bactéries et leur assemblage 
ainsi que leurs fonctions sont bien connus. La figure 5 ci dessous, présente les principales 
étapes de formation de ces pili assemblés par la voie « chaperone-usher ». 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dans ce système, les sous-unités formatrices du pilus, les pilines, sont ajoutées par le 
bas. Une adhésine, doit être positionnée au sommet du pilus (Jones et al., 1995 ; Lindberg et 
al., 1987) et est donc la première protéine a être secrétée. L’adhésine est importée dans le 
périplasme via la machinerie de translocation « sec ». Une fois dans le périplasme, celle ci- va 
être prise en charge par une chaperonne (Figure 5, étape 1) pour limiter la dénaturation de la 
protéine dans le périplasme et être escortée jusqu’au « usher », une protéine membranaire 
servant de plateforme d’assemblage et permettant la sécrétion des pilines (étape 2). A son 
tour, la piline majeure est secrétée par le système et s’associe avec l’adhésine. Contrairement 
à l’adhésine, plusieurs molécules de piline majeure sont sécrétées et interagissent pour former 
le corps du pilus (étape 3, 4 et 5). Enfin, un terminateur est sécrété à la base du pilus en cours 
de synthèse provoquant l’arrêt de la biogenèse de celui-ci (Baga et al., 1987). 
Figure 5 : Modèle d’assemblage des pili selon la voie « Chaperone-Usher ». 
Les pilines, sont exportées jusqu’au périplasme par la machinerie de sécrétion sec. Une fois dans le 
périplasme, elles sont prises en charge par une chaperonne spécifique puis sécrétées via le « Usher », une 
protéine membranaire. La polymérisation des pilines se fait spontanément par échange de brin donneur à 
la surface de la bactérie. 
Modèle construit à partir de la revue de K. Kline (Kline et al., 2010). 
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III.1.2 Mécanisme moléculaire d’assemblage 
Comme expliqué précédemment, les pilines doivent former une structure très cohésive, 
résistante au milieu extérieur et au système immunitaire de l’hôte. La stratégie développée ici 
repose sur « l’échange de brin donneur ».  En 2007, l’équipe du Professeur Gabriel Waksman 
a piégé un complexe de deux pilines majoritaires dont l’une est associée à une chaperonne 
(Verger et al., 2007), (Figure 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les sous-unités pilines possèdent un repliement proche des immunoglobulines avec deux 
variations. La première est que le brin béta C-terminal classique est absent, laissant une cavité 
tout au long de la structure de la protéine. La deuxième variation est une extension amino-
terminale. Au cours de la polymérisation des pilines, l’absence du brin béta de la piline en 
position « i » est complémentée par l’extension amino-terminale de la piline en position i+1 
(Figure 6). Ainsi, le repliement immunoglobuline complet est reconstitué, la structure est 
stabilisée et les pilines sont intimement associées. Dans le cas où le pilus est en cours de 
polymérisation, la dernière piline est stabilisée par un brin béta appartenant à sa chaperonne 
(Figure 6). Lorsque la piline suivante sera intégrée à la fibre, son extrémité amino-terminale 
viendra déplacer le brin béta de la chaperonne de la piline précédente selon un mécanisme 
appelée « échange de brin donneur ». Le complexe ainsi formé, bien que non-covalent, 
permet une grande stabilité de la structure. 
 
Figure 6 : Structure d’un complexe entre deux pilines majoritaires et une chaperonne. 
Les deux pilines sont associées entre elles par un mécanisme appelé échange de brin donneur. La piline 2 
est associée à une chaperonne par le même mécanisme. Ceci permet aux pilines de se stabiliser 
mutuellement et de créer un complexe d’une grande affinité. (D’après Verger et al., 2007). 
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III.2 Biogenèse des pili chez les bactéries à Gram-positif. 
 
La biogenèse des pili des bactéries à Gram-positif repose sur l’action spécifique 
d’enzymes, appelées les sortases (Ton-that et Schneewind, 2003). Un paragraphe particulier 
leur est dédié dans ce manuscrit car l’étude de ces enzymes dans la biogenèse du pilus est très 
importante. De plus, au cours de mon stage de Master II,  j’ai participé à la caractérisation 
structurale de ces enzymes, projet initié en 2006 au sein de notre groupe. Ces enzymes sont 
des transpeptidases à cystéine et catalysent l’association covalente des pilines entre elles. Les 
sortases reconnaissent un motif particulier sur la protéine partenaire, il s’agit du motif LPxTG 
(Schneewind et al., 1992). La réaction de transpeptidation s’effectue en deux étapes. Une 
première étape où la chaine latérale de la cystéine catalytique conservée réalise une attaque 
nucléophile entre la thréonine et la glycine du motif LPxT-G formant ainsi un complexe acyl-
enzyme covalent de séquence LPxT-C. Lorsque l’accepteur final de la réaction est a 
proximité, ce motif est de nouveau attaqué et la sortase perd son substrat au profit de 
l’accepteur. C’est la réaction de transpeptidation. 
 
 La figure 7 suivante met en évidence leur rôle primordial dans la biogénèse des pili chez les 
bactéries à Gram-positif. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7: Modèle d’assemblage des pili chez les bactéries à Gram-positif 
Les pilines, sont exportées jusqu’à leur lieu d’assemblage par la machinerie de sécrétion sec. Une fois à 
l’extérieur, elles sont prises en charge par leur sortase spécifique. L’adhésine est associée à une piline 
majeure (1), puis les pilines majeures sont polymérisées pour former le corps du pilus (2). Enfin un 
terminateur est intégré à la base du pilus (3) puis l’ensemble de la structure est transféré sur le lipide II, 
précurseur du peptidoglycane. 
Modèle adapté de la revue de AP. Hendrickx (Hendrickx et al., 2011). 
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Chez les bactéries à Gram-positif, les pilines possèdent toutes un motif LPxTG 
dégénéré qui leur est propre et qui leur permet d’être prises en charge par une sortase 
spécifique ancrée à la membrane. Dans ce modèle, l’adhésine et la piline majoritaire sont 
ancrées à la membrane via leur queue hydrophobe (Figure 7). Dans un premier temps, elles 
subissent l’attaque nucléophile de leur sortase spécifique et un complexe acyl-enzyme est 
formé. La piline majoritaire possède un motif supplémentaire, appelé « motif piline » (Ton-
that et Schneewind, 2003) au sein duquel une lysine en surface est strictement conservée. Le 
groupement " amino de cette lysine conduit une nouvelle attaque nucléophile sur le motif 
LPxTC du complexe adhésine-sortase (étape 1) et mène à la liaison covalente de l’adhésine 
sur la piline majoritaire. Dans un deuxième temps, les attaques répétées des pilines 
majoritaires sur elles-mêmes permettent la croissance du pilus (étape 2). Enfin, 
l’incorporation d’une piline accessoire à la base du pilus joue probablement le rôle de 
terminateur (étape 3) et le pilus ainsi formé est transféré sur le lipide II, précurseur du 
peptidoglycane (Hendrickx et al., 2011). 
 
III.3 Conclusion sur les pili 
Comme on peut le voir en comparant les deux modèles d’assemblages, les pili des 
bactéries à Gram-positif et les pili de type I des Gram-négatif sont à première vue 
relativement semblables. Ils ont une même fonction, celle de projeter une adhésine à distance 
de la paroi bactérienne et une même architecture globale. Seule la biogenèse du pilus est 
différente puisque les pilines sont associées de manière covalente chez les Gram-positif et 
sont stabilisées par échange de brin béta chez les Gram-négatif.  
Etant des facteurs de virulence importants, les pili sont rapidement devenus des cibles 
potentielles pour l’antibiothérapie et des inhibiteurs ont été développés contre les chaperonnes 
de la voie « Chaperone-Usher » et contre les sortases (Chorell et al., 2010 ; Maresso et 
Schneewind., 2008). Chez les bactéries à Gram-positif, les pilines et les sortases servant à la 
biogenèse du pilus diffèrent d’une espèce à l’autre et parfois même d’un sérotype à l’autre 
(Mandlik et al., 2007). Il est donc important d’étudier spécifiquement, organisme par 
organisme, la biogenèse des pili. Au laboratoire, nous étudions le pilus (PI-I) du 
pneumocoque. 
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IV Découverte du pilus chez le pneumocoque. 
En 2002, après le séquençage complet des génomes de plusieurs souches de 
pneumocoque, l’équipe du Dr Camilli met en évidence un locus particulier au sein du 
sérotype 4 de S. pneumoniae (Figure 8). Ce locus est un opéron codant pour un régulateur 
transcriptionnel  RlrA (Rof-like  regulator gene A) et six autres protéines dont trois possèdent 
des similarités de séquence avec des protéines de la famille des MSCRAMM (Microbial 
Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules) connues pour leurs fonctions 
d’adhésion favorisant l’interaction des bactéries avec les tissus des cellules de l’hôte (Patti et 
al., 1994 ; Joh et al., 1999). Ces trois protéines sont dénommées RrgA, RrgB et RrgC pour 
« Rof-like regulated gene » et possèdent toutes un motif de reconnaissance aux sortases. Les 
trois protéines restantes codées par l’opéron présentent justement de fortes homologies de 
séquence avec les protéines de la famille des sortases et sont appelées Srt-C1, Srt-C2 et Srt-
C3 (Hava et Camilli, 2002). Par ailleurs, les auteurs montrent par mutagenèse que RrgA et la 
sortase Srt-C3 sont importantes pour la virulence de la souche. 
 
 
 
 
 
 
 
Ce n’est que 4 ans plus tard, que l’équipe de B. Henriques-Normark met en évidence le lien 
entre cet opéron et la présence du pilus chez le pneumocoque (Barocchi et al., 2006). Bien 
qu’il ne soit exprimé que chez 30% des souches (Aguiar et al., 2008), Barocchi et ses 
collègues montrent que la présence du pilus est associée à une exacerbation de la virulence de 
la souche en modèle murin (Figure 9). En effet, après inoculation intra-nasale de la souche 
sauvage, seulement 10% des souris survivent après deux jours contre 55% pour la souche # 
(rrgA, srt-C3). 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Schéma de l’ilot de pathogénicité 
PI-I chez S. pneumoniae 
(Hava et Camilli, 2002) 
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Comme on peut le voir, le pilus du pneumocoque joue un rôle prépondérant dans la 
virulence de la bactérie. L’étude de ces pili, leur biogenèse mais aussi leur structure, 
permettra de mieux comprendre leur rôle comme facteur de virulence. Une revue récente met 
en évidence que les pili exprimés à la surface des bactéries à Gram-positif possèdent 
généralement une architecture génétique commune, avec au minimum une sortase pour 
catalyser l’attachement des pilines entre elles, une adhésine et une piline majeure sur laquelle 
l’adhésine est attachée (Kreikemeyer et al., 2011). Il est donc indispensable d’étudier ces 
protéines afin d’en comprendre la fonction et, à terme, développer des molécules dirigées 
spécifiquement contre elles. 
 
V Les adhésines chez les bactéries à Gram-positif 
L’adhésion des bactéries aux tissus de l’hôte est une étape critique pour 
l’établissement de la pathogénie. Cette étape est cependant rendue difficile par la répulsion 
électrostatique engendrée par les membranes des deux cellules. Pour cette raison, les bactéries 
ont développé des adhésines dont la structure est telle que le domaine fonctionnel est projeté à 
distance de la paroi, augmentant ainsi les chances de rencontre avec le substrat. D’après 
Krishnan et Narayana (Krishnan et Narayana, 2011), il existe majoritairement deux types 
d’adhésines chez les bactéries à Gram-positif : les MSCRAMMs (Microbial Surface 
Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules) qui sont ancrées à la paroi des bactéries 
par la sortase A et les adhésines projetées au sommet des pili. Parmi les MSCRAMMs, les 
structures de plusieurs protéines en complexe avec leurs substrats ont permis d’identifier le 
Figure 9: étude de la virulence de la 
bactérie en absence de la piline mineure 
RrgA et de la sortase Srt-C3 . 
 
Des souris sont infectées par une souche de S. 
pneumoniae sauvage ou délétée pour les 
gènes rrgA et srt-C3. Le pourcentage de 
survie est indiqué en fonction du temps. 
(Barocchi et al., 2006) 
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site protéique impliqué dans l’adhésion. En effet, les structures des protéines Cna de S. aureus 
en complexe avec du collagène (Zong et al., 2005) et de ClfA (Clumping Factor A) en 
complexe avec du fibrinogène (Ganesh et al., 2008), par exemple, permettent d’identifier avec 
précision le type d’intéraction de ces adhésines avec leurs substrats. Concernant les adhésines 
des pili, il n’existe encore aucune structure obtenue en complexe avec un substrat, ce qui peut 
rendre difficile le développement de molécules inhibitrices. 
Etant souvent multi modulaires (Krishnan et al., 2007 ; Figure 10), les adhésines des pili chez 
les Gram-positif peuvent utiliser différents domaines d’origine eucaryotes et procaryotes 
(Izoré et al., 2010 ; Konto-Ghiorghi et al., 2009) pour lier leur substrat. En effet des domaines 
issu des intégrines, des domaines de type IgG-Cna ou encore des domaines von Villebrand de 
type A sont couramment mis en évidence par l’analyse de séquence des adhésines des pili. 
Etant donné leur variabilité de structure, l’étude des pilines doit être spécifique à un 
organisme et est difficilement adaptable à d’autres bactéries. 
V.1 Structure des adhésines de pili. 
Mise à part la structure de RrgA, présentée en partie résultats et qui représente la plus grande 
des adhésines de structure connue à ce jour, il n’existe actuellement que deux structures 
d’adhésines de pilus (Figure 10). 
Comme on peut le voir sur la figure suivante, les adhésines des pili sont très différentes, aussi 
bien en taille que dans les domaines mis en jeu lors de la reconnaissance de leur substrat. 
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Les domaines IgG-like sont des domaines retrouvés chez toutes les pilines connues à 
ce jour. GBS52 et Spy125 n’échappent donc pas à cette règle. GBS52 est l’adhésine du pilus 
du pathogène S. agalactiae et est composée de deux domaines IgG-like dont un, le domaine 
carboxy-terminal, porte la fonction d’adhésion (domaine rouge, Figure 10a). En effet, couplé 
à des billes fluorescentes, seul le domaine C-terminal possède la capacité d’adhérer aux 
cellules épithéliales pulmonaires (Krishnan et al., 2007). 
Spy125 est l’adhésine du pilus du pathogène S. pyogenes. Cette adhésine est très intéressante 
du point de vue du mécanisme d’adhésion proposé. En effet, le domaine impliqué dans la 
reconnaissance des cellules de l’hôte (domaine rouge, Figure 10b) possède un nouveau 
repliement qui n’avait encore jamais été décrit. Au sein de ce domaine, les auteurs ont 
identifié une liaison thioester entre la chaine latérale des résidus cystéine 426 et glutamine 
575 (flèche bleue, Figure 10b). Il a été montré que la mutation de la cystéine 426 en alanine 
Figure 10 : Comparaison des structures des adhésines de S. agalactiae GBS52 et de S. pyogenes Spy125 
 
GBS52 est une protéine composée de deux domaines IgG-CnaB like, Spy125 est composée de deux domaines IgG-CnaB 
like et d’un domaine de structure inconnue. Les domaines « piédestal » sont représentés en jaune et le domaine 
fonctionnel, médiant l’adhésion est coloré en rouge dans les deux cas. La flèche bleue marque la présence d’un pont 
thioester au sein de ce domaine. 
GBS52 : Krishnan et al., 2007 ; Code PDB: 3PHS          Spy125 : Pointon et al., 2010 ; Code PDB : 2XID 
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n’avait aucun effet particulier sur la stabilité de la protéine mais diminuait de manière 
drastique (-75%) la capacité des bactéries à se lier à leur hôte. L’équipe du Dr. Banfield 
propose donc que cette liaison thioester puisse s’hydrolyser et reformer une liaison covalente 
avec un résidu de la protéine de l’hôte (Pointon et al., 2010). Pour pouvoir confirmer leur 
hypothèse, les auteurs doivent dans un premier temps identifier la protéine cible eucaryote. 
 
VI Les sortases 
Comme expliqué précédemment les sortases sont des transpeptidases à cystéine. Elles 
réalisent le transfert covalent d’une protéine sur une autre protéine ou un substrat. On connaît 
actuellement quatre classes de sortases définies selon la proximité génétique et le substrat de 
chaque enzyme (Dramsi et al., 2005). Le tableau suivant (Tableau 1) permet de résumer le 
rôle de chaque classe de sortases.  
 
Tableau 1 : Caractéristiques des quatre classes de sortases (Dramsi et al., 2005, Hendrickx et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les sortases de classe A ne sont pas très spécifiques. Elles catalysent l’association de 
nombreuses protéines au peptidoglycane (Mazmanian et al., 1999). Elles sont pour cela 
appelées les sortases « Housekeeping ».  
Les sortases de classe B sont exprimées par certaines espèces de Staphylococcus spp., 
Bacillus spp., Listeria spp. et Clostridium spp. uniquement et sont impliquées dans le 
transport du fer (Hendrickx et al., 2011 ; Maresso et Schneewind, 2006). 
Les sortases de classe C sont les sortases impliquées dans la polymérisation des pili 
(Hendrickx et al., 2011). 
Enfin, les sortases de classe D sont exprimées chez les organismes sporulants, comme 
Bacillus spp. et Streptomyces spp. (Hendrickx et al., 2011). 
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Cette classification n’est cependant pas stricte puisqu’il a récemment été démontré qu’une 
sortase de classe B (Spy129) était impliquée dans l’assemblage du pilus chez Streptococcus 
pyogenes (Kang et al., 2011), voir paragraphe suivant. 
 
VI.1 Structures des sortases  
Au cours de mon stage de Master II au sein du Groupe de Pathogénie Bactérienne, j’ai 
était impliqué dans la résolution de la structure de la sortase Srt-C3 du pneumocoque et ai 
participé à l’écriture de deux articles faisant partie intégrante de la thèse de Clothilde 
Manzano (Manzano et al., 2008 ; Manzano et al., 2009). Pour cette raison, ces articles ne 
figurent pas dans ce manuscrit. Néanmoins, ces enzymes jouent un rôle primordial dans la 
synthèse du pilus SPI-1 et donc il me paraît important de dédier un paragraphe à la structure 
de ces enzymes. 
Actuellement, il existe des structures à haute résolution des sortases de classe A, B et 
C mais aucune de classe D. Les premières structures résolues sont celles des sortases A et B 
de Staphylococcus aureus (Zong et al., 2004a ; Zong et al., 2004b). Il faudra attendre 2008 
pour obtenir les premières structures des sortases de classe C (Manzano et al., 2008). La 
figure 11 permet de comparer la structure de la sortase A de S. aureus (orange ; Zong et al., 
2004) avec les structures des sortases impliquées dans la biogenèse des pili chez S. pyogenes 
(bleue ; Kang et al., 2011) et S. pneumoniae (Marron; Manzano et al., 2008, Neiers et al., 
2009). 
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Comme on peut le voir sur la galerie précédente (Figure 11), la sortase de classe A, 
partage son cœur en feuillet béta avec les sortases de classe B (Spy0129) et de Classe C (Srt-
C). Le cœur est formé de 8 brins béta très conservés structuralement puisqu’ils portent le site 
catalytique. Les sortases de classe B et C ont cependant de nombreuses boucles et hélices 
supplémentaires décorant le tonneau béta. Il a été montré pour les sortases de classe C que 
certaines boucles (appelées « lid ») étaient impliquées dans la stabilité de la protéine et 
recouvrait le site actif (Manzano et al., 2009). L’hypothèse que ce « lid » puisse être impliqué 
dans la spécificité de reconnaissance des sortases pour leur substrat est une théorie à 
confirmer. Par ailleurs, il a été montré que l’échange d’une boucle entre deux brins béta de la 
SrtA chez S. aureus par la boucle correspondante issue de la SrtB, permettait à la SrtA de 
reconnaître le motif NPQTN (spécifique des sortases de classe B) au lieu du motif habituel 
LPxTG (Bentley et al., 2007). Ceci montre l’importance des boucles autour du cœur en 
feuillet béta dans la reconnaissance des substrats par les sortases. Il est aussi important de 
Figure 11: Galerie de structures de sortases 
SrtA : 1T2P 
Spy0129 : 3PSQ 
Srt-C1 : 2WIJ 
Srt-C2 : 3G66 
Srt-C3  2WIK 
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noter que la structure de la sortase Spy0129 ne possède pas de « lid » et que son site 
catalytique est relativement exposé, contrairement aux sortases de classe C (Kang et al., 
2011). Il est assez surprenant de voir qu’une sortase de classe B comme Spy0129 puisse avoir 
une activité de biogenèse de pili. Ceci montre à quel point l’assemblage des pili chez les 
bactéries à Gram-positif est un mécanisme complexe et pour lequel il existe des variations 
propres à chaque espèce. 
 
VII Les protéines structurales du pilus du pneumocoque 
L’îlot de pathogénicité permettant l’expression du pilus chez le pneumocoque encode 
trois protéines dites « structurales ». En effet, contrairement aux sortases qui l’assemblent, les 
protéines RrgA, RrgB et RrgC sont les sous-unités formant physiquement le pilus. Les trois 
pilines sont génétiquement construites sur le même modèle (Figure 12) : 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les pilines possèdent toutes une séquence particulière appelée CWSS pour « Cell Wall 
Sorting Signal » en position C-terminale. Ce CWSS est composé du motif LPxTG-like propre 
à chaque protéine (YPRTG pour RrgA ; IPQTG pour RrgB et VPDTG pour RrgC) ainsi que 
d’un segment hydrophobe servant d’ancrage transmembranaire et d’une queue cytoplasmique 
chargée positivement (Figure 12), (Hava et Camilli, 2002). Les paragraphes suivants ont pour 
objectif de décrire chacune des trois pilines du pilus. 
 
VII.1.1 La piline majeure : RrgB, 665 acides aminés 
Cette protéine, comme toutes les pilines,  possède un peptide signal en position amino-
terminale pour être exportée jusqu’à la membrane par la voie générale de sécrétion (système 
Figure 12 : Schéma des protéines à LPxTG 
Rrg : fait référence à l’une des trois pilines, RrgA, RrgB ou RrgC 
LPxTG : Motif de reconnaissance aux sortases 
TM : Séquence hydrophobe d’insertion membranaire 
++++ : Queue cytoplasmique chargée positivement 
(Hava et Camilli, 2002) 
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Sec). Une fois à la membrane, elle est prise en charge par une sortase spécifique puis 
polymerisée pour former le corps du pilus (Hilleringmann et al., 2009). La polymérisation 
nécessite un motif particulier, le « motif- piline » présent dans RrgB entre les résidus 181 et 
184 (YPKN). Ce motif, identifié en premier lieu chez C. diphteriae (Ton-That et al., 2003) est 
l’apanage des pilines majoritaires ; il inclut la lysine essentielle à la polymérisation des sous-
unités de RrgB comme présenté dans le schéma de polymérisation du pilus (Figure 7). Il a été 
montré chez C. diphteriae que la mutation de la lysine du motif piline empêchait la formation 
de la fibre, confirmant ainsi son caractère essentiel. 
Un autre motif, présent dans RrgB est la « E-Box » dénommé ainsi du fait de la 
richesse en glutamates dans la séquence (Ton-That et al., 2004). Ce motif est présent chez de 
nombreuses autres pilines de bactéries à Gram-positif et sa fonction n’est pas liée à la 
formation de la fibre mais à la stabilité des sous-unités pilines (El-mortaji et al., 2010). 
L’analyse de la séquence de RrgB, révèle la présence éventuelle d’un domaine IgG-like de 
type Cna-B. Les domaines Cna-B sont connus pour être des domaines piédestals (Zong et al., 
2005), ne comportant pas de fonction particulière. En effet, la protéine Cna de Staphylococcus 
aureus est une adhésine du collagène et sa structure à haute résolution révèle la présence de 
deux domaines : le domaine Cna-A qui porte la fonction d’adhésion et le domaine Cna-B dont 
le rôle est de présenter le domaine A fonctionnel. 
La structure de RrgB sous sa forme mature (sans le signal de sécrétion amino-terminal 
et sans le domaine transmembranaire en C-terminal) a très récemment été résolue par l’équipe 
du Dr Baker et montre que RrgB est composé de 4 domaines de type immunoglobulines non 
alignés (Figure 13), (Paterson et al., 2011). Jusqu'à présent, toutes les pilines majoritaires dont 
la structure est connue sont formée de deux, trois ou quatre domaines IgG (ou IgG-like). 
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Cette structure cristallographique est en accord avec les observations précédentes par 
microscopie électronique qui montrent qu’au sein du pilus, RrgB possède une extrusion en 
forme de « nez » (Figure 14, Hilleringmann et al., 2009) 
 
 
 
Figure 13: Structure par cristallographie 
aux rayons X de RrgB. 
 
RrgB a été cristallisée sous sa forme 
complète, mature, comme elle le serait au 
sein du pilus. Quatre domaines de type 
IgG,Cna-B composent la structure. Le 
domaine D3 est excentré par rapport aux 
domaines D1, D2 et D4 qui sont alignés 
(Paterson et al., 2011). 
Code PDB : 3RPK 
Figure 14 
 
A. Cliché de microscopie 
électronique d’un pilus isolé. 
 
B. Image modifiée de (A) faisant 
mieux apparaître les monomères de 
RrgB. Les pointillés représentent les 
zones de chevauchement entre les 
sous-unités. RrgB semble posséder 
des domaines non-alignés. 
(Hilleringmann et al., 2009) 
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VII.1.2 La piline accessoire RrgC, 398 acides aminés 
RrgC est la piline la moins bien décrite au niveau de la littérature. Sa fonction ainsi 
que sa structure restent à l’heure actuelle encore inconnues. Les tentatives de cristallisation 
ont été infructueuses et peu de résultats ressortent des études menées sur cette protéine. 
Cependant, des études de localisation au sein d’un pilus préalablement formé ont révélé que 
RrgC était localisée préférentiellement à la base de la fibre (Figure 15), lui suggérant un rôle 
dans la « terminaison » de la biogenèse du pilus ainsi que son ancrage à la surface de la 
bactérie. Cette hypothèse est appuyée par les travaux de l’équipe d’Andreas Engel qui a 
remarqué qu’une souche de pneumocoque #rrgC présentait un phénotype particulier où les 
pili était facilement détachable de la paroi bactérienne (Hilleringmann et al., 2009). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
VII.1.3 L’adhésine RrgA : 893 acides aminés 
RrgA est la plus grande des protéines associées à une fonction d’adhésion au sein d’un 
pilus. Elle est formée par près de 900 résidus et possède des homologues chez d’autres 
espèces de streptocoques comme par exemple S. agalactiae et S. pyogenes. De l’îlot de 
pathogénicité, elle est la seule à posséder un domaine fonctionnel relié à une fonction 
d’adhésion. En effet, le domaine « von Willebrand Factor », prédit par l’analyse de la 
séquence de RrgA, possède une affinité importante pour le collagène (Romijn et al., 2001). 
De ce fait, RrgA est une protéine capitale dans la fonction d’adhésion du pilus et sa 
caractérisation aussi bien structurale que fonctionnelle est un enjeu majeur. La première étude 
visant à la caractérisation fonctionnelle de RrgA a été menée en 2007 par le groupe de B. 
Henriques-Normark qui a confirmé la fonction d’adhésion de RrgA (Figure 16). 
 
 
 
Figure 15 :  
Immunolocalisation de RrgC 
au sein d’un pilus isolé par 
microscopie électronique. 
 
Les flèches noires indiquent la 
directionnalité du pilus. 
La flèche blanche indique 
l’anticorps anti-RrgC, localisé à 
la base du pilus (Hilleringmann 
et al., 2009). 
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En effet, une souche délétée du gène rrgA possède une fonction d’adhésion 
extrêmement diminuée par rapport à la souche sauvage (sérotype 4). De plus, une souche 
Knock-Out des gènes rrgB et rrgC, possède une affinité comparable à celle de la souche 
sauvage, mettant en évidence le fait que seule la protéine RrgA est responsable de cette 
fonction d’adhésion (Nelson et al., 2007b). 
 Peu de temps après, il a été montré que RrgA possédait une affinité particulière pour 
plusieurs composants de la matrice extracellulaire : le collagène, la fibronectine et la laminine 
(Hilleringmann et al., 2008). Le rôle de RrgA a donc été clairement défini comme étant 
principalement l’adhésine du pilus. Cependant une fonction de régulation de l’opéron lui a 
aussi été récemment attribuée. En effet, il semblerait que RrgA puisse interagir avec le 
régulateur RlrA et inhiber la synthèse des composants du pilus (Basset et al., 2011). 
 La localisation de RrgA au sein de la fibre est encore un domaine mal compris. Des 
expériences de localisation par microscopie électronique et anticorps anti RrgA, ont permis de 
définir plusieurs modèles. Tour à tour, il a été montré que RrgA était localisée 1. à la base du 
pilus (Barocchi et al., 2006), 2. en cluster tout au long de la fibre (Lemieux et al., 2006), 3. au 
sommet de la fibre (Hilleringmann et al. 2008) et 4. récemment de nouveau tout le long de la 
fibre (El-Mortaji 2011 ; Manuscrit de thèse). Ce dernier modèle découle des expériences de 
caractérisation fonctionnelle des sortases par l’équipe d’Anne-Marie di Guilmi et prend en 
compte l’ensemble des observations disponibles et publiées à ce jour. 
 RrgA est une protéine très étudiée par les groupes pharmaceutiques comme Norvatis, 
par exemple, car des études récentes prouvent l’efficacité de cette protéine dans 
l’immunisation contre le pneumocoque en modèle murin (Gianfaldoni et al., 2007 ; 
Moschioni et al., 2010). 
 
Figure 16: 
Adhérence des bactéries exprimant ou pas RrgA sur 
des cellules de l’épithélium respiratoire humain 
 
T4 : souche sauvage 
T4!rrgA : souche n’exprimant pas RrgA 
T4!rrgBC : souche n’exprimant ni RrgB, ni RrgC 
 
(Nelson et al., 2007b) 
S. pneumoniae  Introduction 
 
46 
VIII Objectif des travaux 
Le pilus est donc un facteur de virulence très important pour la colonisation des tissus 
de l’hôte et est de ce fait une cible potentielle pour lutter contre les infections au 
pneumocoque. L’émergence de souches résistantes à une ou plusieurs classes d’antibiotiques 
est un problème de santé majeur et il est de plus en plus important d’étudier de nouvelles 
cibles thérapeutiques. Le pilus est un candidat de choix. Etant facultatif pour la bactérie, le 
fait d’inhiber ses propriétés d’adhésion pourrait ne pas favoriser le développement des 
résistances (diminution de la pression de sélection). A mon arrivée au laboratoire, le projet de 
caractérisation fonctionnelle et structurale des sortases du pilus était déjà bien avancé avec la 
thèse de C. Manzano mais peu de choses avaient été étudiées au niveau des trois pilines RrgA, 
RrgB et RrgC. En effet, Melle Manzano avait initié des essais de cristallisation de RrgB sous 
forme native et sous forme séléniée mais les phases obtenues étaient de qualité trop faible 
pour résoudre la structure de cette protéine. Concernant RrgA, le gène été cloné dans un 
vecteur pLIM (Protein Expert) mais aucune expérience n’avait été encore réalisée. RrgA étant 
l’adhésine du pilus, mon projet était d’établir les bases structurales de la reconnaissance de la 
cellule hôte par cette protéine. Comme expliquée en introduction, RrgA possède une large 
palette de ligands potentiels mais un seul domaine fonctionnel connu pour ne lier que le 
collagène. Il était donc important de définir structuralement (le ou) les domaines impliqués 
dans le processus de reconnaissance des composants de la matrice extra-cellulaire par RrgA. 
L’homologie de séquence entre RrgA et plusieurs autres pilines de pathogènes humains 
élargie les possibilités potentielles qui découleront des travaux réalisés. 
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I Biologie moléculaire 
I.1 Clonage de RrgA 
Le clonage de RrgA a été réalisé par Anne-Marie Di-Guilmi au Laboratoire 
d’Ingénierie des Macromolécules à l’IBS. L’ADN génomique de la souche « TIGR4 » de S. 
pneumoniae a été utilisé comme matrice d’amplification au cours d’une réaction de PCR. La 
région codante pour les acides aminés 39 à 868 de RrgA a ainsi était amplifiée puis clonée 
dans un vecteur d’expression pLim (Protein Expert, Grenoble). Cette construction permet 
l’obtention de protéines solubles en s’affranchissant du peptide signal d’export membranaire 
en position amino-terminale ainsi que d’une courte région d’ancrage membranaire en position 
carboxy-terminale. Ce plasmide, portant un gène de résistance à l’ampicilline, possède une 
séquence codante pour une étiquette hexahistidine en N-terminal, clivable par la protéase 
TEV (Tobacco Etch Virus). Des souches d’expression Escherichia coli BL21(DE3)-RIL 
portant la résistance au chloramphénicol, ont ensuite été transformées par le vecteur pLim en 
vue de l’expression de la protéine. 
 
II Biochimie 
II.1 Surexpression de la protéine RrgA 
Une culture de cellules BL21-(DE3)-RIL en milieu TB (Terrific Broth) supplémenté 
de 100 µg/mL d’ampicilline (Euromedex) et de 34 µg/ml de chloramphenicol (Euromedex), 
est préparée en diluant une préculture à saturation au 1/20ème. La croissance des bactéries est 
faite à 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu’à ce que la culture atteigne une DO600nm=0,6 U.A. 
L’expression de la protéine est alors induite par ajout de 1mM d’IPTG (Euromedex). Après 3 
heures d’induction à 37°C, la culture est centrifugée à 4500 rpm pendant 30 minutes. Le culot 
bactérien est repris dans du tampon de lyse (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8,0, 20 mM 
Imidazole). Après ajout de 1 mM de PMSF, 1 µM de pepstatine, 1 µM de leupeptine et 0,2 
µM d’aprotinine, les cellules sont lysées par sonication (2 minutes de sonication par pulses 
de 2 secondes espacés de 10 secondes). Le lysat bactérien obtenu est ensuite centrifugé à 
18000 rpm pendant 45 minutes afin de séparer les protéines solubles du matériel insoluble. 
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II.2 Purification 
II.2.1 Chromatographie d’affinité 
Le surnageant, contenant les protéines solubles est chargé sur une colonne HisTrap 
(GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le tampon de lyse. Après un lavage équivalant 
à 20 volumes de résine avec du tampon de lyse, RrgA est éluée par un gradient en plusieurs 
paliers de 50, 150, 250 et 500 mM d’imidazole. Le contenu de chaque fraction d’élution est 
ensuite analysé sur gel SDS. 
 
II.2.1.1 Clivage de l’étiquette hexa-histidine 
Les fractions contenant RrgA sont dialysées 3 heures à 4°C dans 50 mM Tris-HCl, 
150 mM NaCl, pH 8,0 puis incubées toutes la nuit en présence de protéase TEV à un ratio 1 : 
5 (TEV : RrgA). A la fin de la réaction, l’activité de la protéase est inhibée par 1mM PMSF. 
Les protéines sont ensuite rechargées sur colonne HisTrap, et celles dont l’étiquette a 
correctement été clivée ne se lient pas à la colonne et se retrouve dans la fraction non-retenue. 
 
II.2.2 Chromatographie échangeuse d’anions 
Après le clivage de l’étiquette histidine, RrgA est de nouveau dialysée dans 50 mM 
Tris-HCl, pH 8,0 puis chargée sur une colonne MonoQ (5/50 GL, GE Healthcare) 
préalablement équilibrée dans ce même tampon. RrgA ne se lie pas à la colonne et est éluée 
dans la fraction non-retenue. 
 
II.2.3 Chromatographie de filtration sur gel 
A la suite de la colonne échangeuse d’anions, la protéine est concentrée puis injectée 
sur colonne de filtration sur gel HiLoad 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare) équilibrée dans 
le tampon 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8,0. 
 
II.3 Production de protéines séléniées 
Une préculture en milieu LB est menée à saturation. Après centrifugation 15 minutes à 
3500 rpm, le culot est lavé avec du milieu minimum M9 puis réutilisé pour ensemencer une 
deuxième préculture dans le milieu M9. Cette nouvelle préculture est ensuite diluée au 1/20ème 
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pour ensemencer la culture finale sous agitation à 37°C. Lorsque la culture atteint une 
DO600nm=0,4 U.A, les acides aminés sont ajoutés à la culture dans les proportions suivantes : 
Lysine, phénylalanine, thréonine = 100 mg/litre ; Isoleucine, leucine, valine = 50 mg/litre ;  
Séléno-méthionine = 60 mg/litre. Tous les acides aminés doivent avoir une conformation 
« lévogyre » et sont ajoutés en poudre directement dans l’erlenmeyer de culture. Lorsque la 
culture atteint DO600nm=0,6 U.A, l’expression de la protéine est induite par 1 mM d’IPTG 
pendant 12 heures à 20°C. La lyse et la purification sont identiques à la protéine native sauf 
concernant la dernière étape de filtration sur gel où le tampon est : 50mM HEPES, 150mM 
NaCl, pH 7,5. 
 
III Méthodes Biophysiques 
III.1 Etude de la thermo-stabilité des protéines : Thermal Shift Assay (TSA) 
III.1.1 Principe et objectif de la méthode 
La mesure de la température de fusion (Tm) d’une protéine, c’est-à-dire la température 
autour de laquelle la protéine perd sa structure tridimensionnelle, est un indicateur de sa 
stabilité. En effet, plus une protéine est stable plus sa température de fusion est élevée. 
L’étude de la déstructuration thermique des protéines permet donc d’obtenir des informations 
sur leur stabilité. C’est le principe du Thermal Shift Assay (TSA). 
Le TSA peut être utilisé pour obtenir différentes informations comme par exemple comparer 
la stabilité de plusieurs mutants (ce qui a été fait pour RrgA) ou bien rechercher dans quelles 
conditions une protéine est la plus stable (pH, tampons, [NaCl]…) en vue d’expériences de 
cristallogenèse. La récente revue de Phillips et Hernandez de la Pena explique de manière 
détaillée comment mettre en œuvre cette technique (Phillips et Hernandez de la Pena, 2011). 
Cette technique consiste à mélanger l’échantillon protéique avec un fluorophore, le Sypro 
Orange (Molecular Probes) qui ne fluoresce qu’en présence d’un environnement hydrophobe. 
Si à basse température, la protéine est correctement repliée, les acides aminés hydrophobes 
sont enfouis et ne sont pas accessibles au fluorophore. La mesure de la fluorescence est donc 
très basse. L’échantillon est progressivement chauffé, à raison de 1 degré par minute, et le 
niveau de fluorescence est constamment mesuré. Lorsque la température atteint le Tm de la 
protéine d’intérêt, la structure n’est plus conservée, les acides aminés hydrophobes sont alors 
accessibles au fluorophore. Alors en présence d’un environnement hydrophobe, la sonde 
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fluoresce intensément et permet donc d’obtenir une cinétique de dénaturation de la protéine 
(comme schématisé ci-dessous en haut). 
 
Afin de faciliter la lecture du Tm de la protéine d’intérêt, il convient de calculer la dérivée de 
la mesure de la fluorescence en fonction de la température (Figure 17). 
 
 
 
Les expériences de TSA sont réalisées au Laboratoire d’Ingénierie des 
Macromolécules de l’IBS sur un appareil de PCR en temps réel de type IQ5 commercialisé 
par Bio-Rad. 
L’analyse est effectuée en plaque 96 puis sur un volume de 25 $l total (23 $l de protéine à 1 
ng / $l et 2 $l de Sypro Orange 100x). Chaque expérience est réalisée en triplicata. 
 
III.2 Cristallographie aux rayons X 
III.2.1 Introduction 
L’obtention de la structure d’une protéine par cristallographie aux rayons X est un 
processus long et empirique qui nécessite parfois plusieurs années de recherche pour arriver à 
son but. Le prérequis à cette technique est l’obtention d’un échantillon protéique d’une grande 
pureté et homogénéité. Lorsque l’échantillon est suffisamment pur, l’obtention de cristaux est 
alors possible. La cristallisation de l’échantillon est soumis à de très nombreux paramètres et 
Figure 17 : 
Dénaturation thermique 
 
A basse température, une protéine 
est incubée avec un fluorophore 
spécifique des résidus hydrophobes.  
L’augmentation constante de la 
température entraine une 
déstabilisation de la protéine et 
l’accès du fluorophore aux résidus 
hydrophobes.  
 
La cinétique de fluorescence permet 
l’obtention de la température de 
fusion de la protéine. 
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est souvent l’étape limitante. L’empilement cristallin doit être extrêmement régulier et le 
cristal doit atteindre une taille relativement importante (>20µm) pour générer un profil de 
diffraction à haute résolution. Pendant l’enregistrement des données au cours d’une 
expérience de diffraction, les informations de phase des faisceaux diffractés sont perdues. Le 
phasage est alors une étape essentielle à l’obtention d’une carte de densité et de la structure de 
la protéine d’intérêt. La figure suivante, permet de résumer l’ensemble des étapes menant 
d’une protéine soluble à la résolution de sa structure (Figure 18).  
 
 
 
III.2.2 Anatomie d’un cristal 
Un cristal est un arrangement d’atomes ou de molécules organisés de façon périodique 
dans les trois dimensions de l’espace. Pour décrire un cristal, on détermine une unité de base 
appelée la maille (figure 19). La maille étant caractérisée par 3 vecteurs a, b, c ainsi que trois 
angles %, !, et &, on peut reconstruire l’ensemble du cristal par la relation de translation 
suivante :  
!t =m!a + n
!
b + p!c  
avec m, n et p, des nombres entiers. 
 
Figure 18 
Représentation des différentes 
étapes menant d’une protéine 
en solution à la résolution de 
sa structure par 
cristallographie aux rayons X 
 
En rouge : les étapes principales 
et essentielles du processus 
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La translation de la maille crée le réseau cristallin au sein duquel chaque nœud équivalant du 
réseau possède un environnement totalement identique. 
 
Au sein du cristal, les protéines ne sont pas empilées de manière compacte et une 
proportion non négligeable du volume du cristal est occupée par des canaux de solvants. Cette 
proportion peut être calculée à partir du coefficient de Matthews Vm (Matthews, 1968). 
 
Vm = Volume_ de_ la_maille_(A
3)
Poids_ de_ la_maille_(Da)  
 
Le Vm est typiquement compris entre 1.66 et 4. A partir du Vm, le pourcentage de solvant 
(%S) s’écrit :  
%S =1!1.23Vm  
 
D’une façon générale, le pourcentage de solvant est compris entre 30 et 75%. La connaissance 
du pourcentage de solvant peut renseigner sur la composition de la maille (une molécule, 
deux molécules …) et peut aider au phasage par la méthode de remplacement moléculaire. 
Cette forte proportion de solvant rend les cristaux de protéines extrêmement fragiles et 
difficiles à manipuler. 
 
III.2.3 Cristallogenèse : 
En simplifiant, l’obtention d’un cristal de protéines repose sur les mêmes principes 
physicochimiques que l’obtention de cristaux de sel dans les marais salants. En effet, le but 
est d’emmener un échantillon de protéines solubles et concentrées dans un état instable (dit 
métastable) dans lequel la concentration protéique dépasse son seuil de solubilité. Cette 
Figure 19 
Représentation schématique d’une 
maille. 
 
Elle est définie par 3 vecteurs et 3 angles 
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instabilité, peut potentiellement induire l’association des molécules entre-elles et la formation 
d’un empilement ordonné : C’est la formation du germe cristallin. A partir de ce motif, le 
cristal va croitre et se développer en intégrant les protéines solubles. Il existe plusieurs 
méthodes pour obtenir la formation d’un germe cristallin. Au laboratoire nous utilisons la 
technique de la goutte suspendue, qui est une des techniques les plus employées. 
 
III.2.3.1 Technique de la goutte suspendue 
La technique de cristallisation utilisée au laboratoire est la technique de diffusion de 
vapeur en goutte suspendue. Une goutte composée d’un volume de solution protéique (1 $l en 
général) et d’un volume de solution d’agent précipitant est déposée sur une lamelle rendue 
hydrophobe. La lamelle est ensuite retournée et scellée par un joint de graisse au-dessus d’un 
réservoir (1 ml) contenant la solution d’agent précipitant, formant ainsi un système clos. Le 
volume d’agent précipitant contenu dans le réservoir, considéré comme infini devant le 
volume de la goutte suspendue, dicte les conditions d’équilibre. L’équilibration des potentiels 
chimiques des deux solutions entraîne une diffusion des espèces volatiles (eau et alcool 
principalement) du site le moins concentré vers le plus concentré (généralement de la goutte 
vers le réservoir pour l’eau). La vitesse d’équilibration dépend de très nombreux facteurs et 
notamment de la température et des concentrations relatives d’agent précipitant. Au fur et à 
mesure que l’équilibration a lieu, l’eau contenue dans la goutte rejoint le réservoir sous forme 
de vapeur. Ceci à pour but de « concentrer » la protéine et l’agent précipitant au sein de la 
goutte, diminuant ainsi la solubilité de cette dernière. Dans certain cas, la zone de 
sursaturation (métastable) est atteinte et un cristal peut apparaître comme expliqué 
précédemment. La figure ci-dessus (Figure 20) montre un schéma de cette technique. 
 
 
 
Figure 20: 
Représentation schématique de 
la technique de la goutte 
suspendue 
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Au laboratoire, les tests de cristallisation initiaux (Température, pH, tampon et agents 
précipitants) sont réalisés par un nano-robot au sein du HTXlab au PSB de Grenoble. Cet 
instrument permet de tester rapidement près de 600 conditions. Les conditions les plus 
prometteuses sont ensuite affinées manuellement en vue d’obtenir un monocristal de taille 
suffisante pour les tests de diffraction aux rayons X. 
 
Une fois après avoir obtenu un cristal potentiellement intéressant, il convient de le tester pour 
la diffraction des rayons X. 
 
III.2.4 Diffraction des rayons X 
III.2.4.1 Génération du rayonnement X 
L’enregistrement de données de diffraction est soumis à l’utilisation d’une source de 
rayonnement x qui peut être de deux types. La première, disponible au laboratoire, est un 
générateur à anode tournante. Dans ce cas, un filament de tungstène (la cathode) est chauffé 
créant ainsi des électrons. Ces électrons sont accélérés sous l’effet d’une différence de 
potentiel importante et viennent percuter une anode (de cuivre généralement) en produisant un 
rayonnement X caractéristique (Figure 21). Au laboratoire, la longueur d’onde sélectionnée 
par un monochromateur correspond à la raie K" du cuivre (1,5418 Å).  
 
 
 
Figure 21: Générateur de rayons X 
 
Un filament de Tungstène est chauffé, 
générant ainsi des électrons qui vont 
bombarder une anode de cuivre 
tournante. Cela à pour effet de créer des 
rayons X. 
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Peu intense, cette source de rayons X permet en général de tester la diffraction des cristaux 
avant une collecte de données au synchrotron. Cependant pour des cristaux de grande qualité 
(gros cristaux tridimensionnels, diffraction à haute résolution) il est possible d’enregistrer un 
jeu de données complet.  
 La seconde source de rayons X à notre disposition est le rayonnement synchrotron. 
À Grenoble, l’ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) produit un rayonnement 
parmi les plus brillants du monde (Figure 22).  
Dans un synchrotron, des électrons sont produits puis accélérés dans un Linac (Linear 
Accelerator) puis dans un anneau d’accélération (Booster synchrotron). Ces particules sont 
ensuite injectées dans l’anneau de stockage au sein duquel elles voyagent sous vide à une 
vitesse proche de celle de la lumière. Le rayonnement synchrotron est obtenu lorsqu’un 
aimant (Binding Magnet) dévie les particules de leur trajectoire, créant ainsi un rayonnement 
X polychromatique. Au sein de la ligne de lumière, une cabine optique équipée de 
monochromateurs permet de sélectionner la longueur d’onde optimale pour l’expérience.  
 
 
 
 
III.2.5 Conditions de diffraction : la loi de Bragg 
La loi de Bragg a été découverte en 1915 par Henri et Lawrence Bragg (père et fils). 
Figure 22: 
Architecture d’un 
synchrotron 
 
Un synchrotron est formé de 
4 parties : 
 
Le Lineac : accélérateur 
linéaire 
Le booster : accélérateur 
cirulaire 
L’anneau de stockage 
et la ligne de lumière 
(www.esrf.eu) 
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Ces deux physiciens australiens ont travaillé sur l’hypothèse qu’un cristal pouvait être défini 
comme un ensemble de plans réticulaires (c’est à dire arrangés en réseau, parallèles) sur 
lesquels un faisceau de rayons X peut se réfléchir, comme il le ferait sur un miroir.  
Le schéma ci-dessous permet de démontrer la loi de Bragg (Figure 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Soit deux ondes (Rayon 1 et Rayon 2) se réfléchissant chacune sur deux plans différents (Plan 
1 et Plan 2) séparés d’une distance d. 
 La « différence de marche '», c’est à dire la différence de trajet parcouru par le Rayon 2 par 
rapport au Rayon 1 vaut :  
' = BD + DC (équation 1) 
 
Cependant, par construction, 
 
BD = DC = d sin ( (équation 2) 
 
Donc d’après les équations 1 et 2 , on obtient que la différence de marche pour toutes 
constructions est défini par : 
 
' = 2d sin ( (équation 3) 
 
Il ne peut y avoir diffraction que lorsque les ondes réfléchies sont en phase (interférences 
constructives), autrement dit lorsque que la différence de marche ' est égale à un multiple de 
Figure 23: Schéma de réflexion de deux rayons se 
réfléchissant sur deux plans différents. 
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la longueur d’onde (#). Ceci nous emmène directement à écrire la relation formulée par 
Bragg : 
 
Si un faisceau de longueur d’onde « # » frappe une famille de plans réticulaires de distance 
d’espacement « d » avec un angle « ( » alors il y a diffraction seulement si la condition 
suivante est respectée : 
2d sin ! = n#  (avec n un nombre entier) 
 
Si cette équation est satisfaite, alors les ondes vont s’ajouter et une tache de diffraction 
apparaitra sur le détecteur au moment de la collecte des données.  
En cristallographie, chaque nœud du réseau cristallin possède un indice de Miller (h,k,l) qui 
permet de l’identifier au sein du réseau. Une famille de plans parallèle sera donc définie par 
les indices (h,k,l). Lors de l’acquisition des données, chaque tache de diffraction (ou 
réflexion) issue d’une famille de plans aura donc les coordonnées (h, k, l). 
 
III.2.6 La carte de densité électronique 
Le but du cristallographe est d’obtenir la carte de densité électronique )(x,y,z) de la 
structure qu’il souhaite résoudre. En tout point (x, y, z) de la maille, la carte de densité 
électronique est définie comme étant : 
! 
"(x,y,z) =
1
V F(h,k,l)
#2$%i(hx+ky+lz)e
l
&
k
&
h
&  
avec V le volume de la maille, F(h,k,l) le facteur de structure de l’onde diffractée et x, y et z les 
coordonnées réduites d’une position au sein de la maille. 
 
Le facteur de structure F(h,k,l) est défini tel que :  
F(h,k,l ) = f( j )
j
!
2! "i (hx(j )+ky(j )+lz(j ) )e = Fhkl i" hkle  
avec f(j) le facteur de diffusion de chaque atome de la maille.  
De cette équation, on voit que F(h,k,l) est composé d’une information de phase (*hkl) et d’une 
information d’intensité $F(h,k,l)$. En effet, $F(h,k,l)$qui est l’amplitude de l’onde est 
directement proportionnel à la racine carrée de l’intensité. 
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Malheureusement, au cours d’une expérience de diffraction des rayons X, l’information de 
phase n’est pas enregistrée et celle-ci est perdue, empêchant la résolution de l’équation de la 
densité électronique et donc la résolution de la structure de la protéine d’intérêt. 
Il existe cependant deux méthodes fréquemment utilisées pour retrouver l’information de 
phase manquante. Il s’agit de la diffusion anomale et du remplacement moléculaire. 
 
III.2.6.1 La diffusion anomale 
Lorsque un cristal de protéine est soumis à un flux de rayons X de longueur d’onde 
(donc d’énergie) correspondante au seuil d’absorption d’un atome lourd (un métal par 
exemple), il y a alors absorption du rayon incident par les électrons des couches profondes de 
l’atome lourd concerné. Cette absorption se traduit par la transition des électrons d’une 
couche basale à une couche supérieure (état d’excitation). Ainsi, le rayonnement diffracté par 
l’atome lourd possède une phase différente par rapport aux autres rayonnements diffractés et 
son facteur de structure, devant tenir compte de ce déphasage, devient complexe et s’écrit : 
 
f = f0 + f '(!)+ if ''(!)  
 
f0 est indépendant de la longueur d’onde utilisée contrairement à f’ et f’’. Au  moment de 
l’expérience,  la longueur d’onde optimale pour laquelle les contributions de f’ et f’’ au 
facteur de structure sont maximales, sera déterminée. Le terme f’(+) est en phase avec f0 mais 
du fait de sa composante imaginaire f’’ possède un décalage de phase de 90°. 
Ceci induit le nom respect de la loi de Friedel, les réflexions normalement équivalentes ne le 
sont plus  et  F(h,k,l) , F (-h,-k,-l) comme on peut le voir sur le diagramme d’Argand suivant :  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24 : 
Diagramme d’Argand montrant l’effet d’un 
diffuseur anomal sur le facteur de structure F. 
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Le non-respect de la loi de Friedel (car $F$, $-F$) permet de décrire une fonction appelée 
différence anomale : 
 
! F ano = (F(+) " (F(") )
f '
2 f ''  
 
Cette différence anomale permet de calculer une carte de Patterson anomale. Ceci a pour but 
de déterminer la position des diffuseurs anomaux au sein de la maille puis d’approximer par 
la suite la position de l’ensemble des atomes de la protéine. 
 
III.2.6.2 Remplacement Moléculaire 
Le principe du remplacement moléculaire repose sur l’utilisation des phases d’un 
modèle possédant une forte identité de séquence (en général supérieure à 30%)  avec la 
protéine d’intérêt afin d’en résoudre les facteurs de structure et ainsi obtenir une carte de 
densité électronique de la protéine. Cette première carte résultera des intensités mesurées au 
cours de l’expérience de diffraction mais aussi des phases d’un modèle homologue. 
 
Pour cela, les fonctions de Patterson sont calculées pour la protéine d’intérêt et pour le 
modèle. Les cartes de Patterson résultantes seront comparées et orientées suivant 3 angles de 
l’espace (appelés les angles d’Euler) afin de maximiser le nombre de pics superposés 
correspondant aux vecteurs intramoléculaires. Ceci représente la fonction de rotation. La 
deuxième étape est la fonction de translation. Au cours de cette étape, les cartes de Patterson 
contenant les corrélations des vecteurs intermoléculaires sont à leur tour superposées et 3 
vecteurs sont alors définis. Ces 3 angles et 3 vecteurs permettent de positionner le modèle au 
sein de la maille de la protéine d’intérêt. 
La suite de programmes CCP4 (CCP4, 1994) possède de nombreux outils pour obtenir 
des phases par remplacement moléculaire. Au laboratoire nous utilisons principalement le 
programme PHASER (McCoy et al., 2007). 
 
Cette technique très rapide possède cependant quelques inconvénients. En effet la première 
difficulté est de connaître un modèle possédant une forte homologie avec la protéine d’intérêt. 
La deuxième difficulté réside dans le fait que l’information de phase issue du modèle biaise 
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considérablement la structure de la protéine d’intérêt comme on peut le voir sur l’explication 
suivante : 
Soit le canard et le chat deux objets :  
 
Si nous utilisons les informations de phases issues de la 
transformée de Fourier du canard et les amplitudes du chat (ce qui peut être assimilé à un 
remplacement moléculaire), l’objet reconstitué est le suivant : 
 
 
 
 
Comme on peut le voir, les phases jouent un rôle majeur dans l’information 
structurale. Cet exemple met en évidence le biais que peut apporter le modèle à la structure 
d’intérêt et donc la nécessité d’affiner la structure afin que celle ci reflète au maximum la 
réalité.  
 
III.3 Construction et affinement du modèle  
Le modèle construit initialement ne permet pas toujours d’expliquer l’ensemble des 
informations structurales observées. Il est donc nécessaire de l’affiner. L’affinement à pour 
but de modifier le modèle pour que celui-ci explique de manière la plus réelle possible les 
informations structurales issues de l’expérience. 
Deux paramètres principaux permettent de suivre l’affinement du modèle, il s’agit des 
facteurs R et Rfree. Mathématiquement, ces deux facteurs sont définis de manières identiques 
et peuvent s’écrire : 
 
R = Rfree =
Fobs ! Fcalc
hkl
"
Fobs
hkl
"
 
 
Où F représente le facteur de structure. 
La différence entre le facteur R et le facteur Rfree réside dans le nombre de réflexions utilisées 
pour le calcul. En effet, le facteur Rfree est calculé avec 5% des réflexions qui ne seront pas 
affinées. De ce fait, une diminution du facteur R non corrélées à une diminution du facteur 
Illustrations issues du livre 
de Kevin Cowtan 
Illustration issue du livre de 
Kevin Cowtan 
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Rfree rend compte d’un sur affinement qui entraine des erreurs au niveau de la structure finale 
du modèle. 
Pendant l’affinement, les coordonnées x, y et z ainsi que le facteur d’agitation 
thermique B sont modifiés pour chaque atome de manière à expliquer le mieux possible la 
carte de densité électronique tout en respectant les contraintes géométriques imposées pour 
toutes protéines (ou molécules de solvant). En pratique l’affinement est réalisé par cycles au 
cours desquels le modèle est modifié manuellement puis soumis à un affinement numérique 
via les programmes COOT (Emsley et Cowtan, 2004) et REFMAC (Murshudov et al., 1997), 
respectivement. 
 
III.4 Cristallogenèse et Collecte des données 
III.4.1 Cristallogenèse  
La cristallisation de RrgA est réalisée par la méthode de la goutte suspendue à 20°C. 
Les nombreuses conditions obtenues au Laboratoire de Cristallisation à Haut Débit du PSB 
(HTXLab) ont été affinées manuellement jusqu’à l’obtention de monocristaux de taille 
suffisante pour des expériences de diffractions des rayons X. L’affinement est réalisé en 
mixant 1µl de protéine concentrée à 1µl d’agent précipitant. Un gradient d’agent précipitant 
est réalisé sur plaque 24 puis pour isoler la condition optimale. Sous sa forme native 
l’obtention de cristaux de RrgA est réalisée à 6mg/ml dans 20% PEG 3350 ; 0,2M disodium 
phosphate dihydrate. Sous sa forme dérivée sélénométhionine, les cristaux sont obtenus à 20 
mg/ml dans 50mM MES (pH 6,5) ; 5% PEG 4000 ; 10% glycerol et 100mM NaCl. 
III.4.2 Collecte des données 
Une fois les cristaux obtenus, il est nécessaire de les cryo-protéger avant la collecte. 
En effet, la collecte du jeu de données se fait à 100°K sous un flux d’azote gazeux afin de 
limiter les effets de la chaleur produite par l’interaction entre les molécules du cristal et le 
faisceau de rayons X. Sans cryoprotection, les molécules d’eau contenues dans les canaux de 
solvant vont former de la glace, ce qui doit être évité pour deux raisons. La glace étant un 
empilement cristallin de molécules d’eau, va considérablement bruiter le jeu de données et 
peut rendre difficile son traitement. D’autre part, elle occupe un volume plus grand que l’eau 
liquide et peut, de ce fait, détruire l’empilement cristallin protéique lors de sa formation. Pour 
palier à ce problème, le cristal doit être cryo-protégé. Pour se faire, il est successivement 
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trempé dans une solution de concentration croissante en glycérol (5, 10, 15, 20 et 25%), ce qui 
va empêcher la formation de glace ordonnée. 
 
Un premier jeu de données natif a été enregistré sur la ligne de lumière ID23-EH1 de 
l’ESRF. Une expérience MAD (Multiple-wavelength Anomalous Dispersion) fut ensuite 
enregistrée sur la ligne de lumière ID29, permettant de modifier les longueurs d’onde pendant 
l’expérience. Un spectre de fluorescence, au seuil d’absorption du sélénium, a été enregistré 
sur un cristal de RrgA séléniée. Ce spectre permet de déterminer les variations des 
coefficients f’ et f’’ en fonction des variations de l’énergie des photons incidents. La longueur 
d’onde correspondant au seuil d’absorption du sélénium pour laquelle la valeur de f’’ est 
maximale a été choisie comme longueur d’onde du pic à 0,9790 Å (12,664 keV). La seconde 
longueur d’onde utilisée appelée « inflection » correspond au minimum de f’ à 0,9790 Å 
(12,662 keV). Une troisième ainsi qu’une quatrième longueur d’onde de référence ont été 
choisies à 0,9751 Å (12,640 keV) et 0,9880 Å (12,714 keV). 
La structure de RrgA a finalement été résolue par SAD en utilisant le jeu de données 
collecté au pic du sélénium grâce au programme AutoSharp. Le modèle initial obtenu à 2,4 Å 
de résolution a été utilisé pour phaser un jeu de donnée natif à 1,9 Å en utilisant le programme 
PHASER.La maille est composée d’une seule molécule d’RrgA et de deux molécules 
d’HEPES. Les facteurs R et Rfree sont respectivement 19,80 et 23,80 en fin d’affinement. 
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I RrgA : résumé de l’article  
Les pili sont des facteurs de virulence ancrés à la surface des bactéries et jouant un 
rôle important dans la reconnaissance et l’adhésion aux cellules hôtes. La protéine RrgA, 
portée par le pathogène Streptococcus pneumoniae, est un élément important pour 
l’établissement de l’infection par un nombre de souches non négligeable. Dans cet article, 
nous présentons la structure à haute résolution par cristallographie aux rayons X de RrgA. 
Cette protéine de 893 résidus se structure en 4 domaines alignés, d’origines eucaryote et 
procaryote. En effet, RrgA possède un domaine de reconnaissance du collagène de type 
intégrine I, lequel est modifié par deux insertions qui forment une cavité chargée 
positivement. Les trois autres domaines, d’origine procaryote, ne possèdent pas d’activité 
d’adhésion mais forment un piédestal au bout duquel se situe le domaine fonctionnel. Nous 
avons montré par spectrométrie de masse, mutagenèse dirigée et expériences de dénaturation 
thermique que la présence de ponts isopeptidiques au sein de la protéine jouait un rôle 
important dans la stabilisation de l’ensemble de la structure. 
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;#.==-< (/ . $".==(6 )&3#(/ (' %"& 0)(%&#/ $2)'.;&< 6"&)&.$ #/
I)37 #% #$ 0($#%#(/&+ 6#%"#/ ./ . %)&/;"4=#>& )&3#(/ ;).+=&+ ,-
%"& %6( #/$&)%&+ .)*$ ?Q#32)&9GHA 920&)0($#%#(/(' %"&$%)2;%2)&
(' #/%&3)#/ .1,E #/ ;(*0=&T 6#%" . %)#0=&4$%)./+&+ 0&0%#+& ')(*
;(==.3&/ MMM ?YJZ E+5#H (/%( I)37 3&/&).%&+ . =.)3& /2*,&) ('
;=.$"&$ ?/(% $"(6/H< $233&$%#/3 %".% .;;(**(+.%#(/ (' %"&
;(==.3&/ 0&0%#+& #/%( %"& %)&/;" 6(2=+ )&:2#)& =(;.=#5&+ *(R&4
*&/% (' LMJ79 )&$#+2&$< .$ $"(6/ '() [[(0&/\\ ;(/'()*.%#(/$
(' *./- #/%&3)#/ M +(*.#/$ ?90)#/3&)< 1BBNHA 920&)0($#%#(/ ('
%"& $%)2;%2)& (' %"& I)37 LMJ79 +(*.#/ 6#%" %"& (0&/ ./+
[[;=($&+\\ '()*$ (' %"& ]IK ,14#/%&3)#/ ?^ && &% .=A< EFFU.H
$233&$%$ %".% ;=&'% (0&/#/3 ;(2=+ #/;=2+& *(R&*&/% (' %"&
!")KUP $#+& ;".#/< 6"#;" ;(2=+ 0(%&/%#.==- #/%&).;% +#)&;%=- 6#%"
%"&*&%.= #(/#/%"&=#3./+&+ '()*?Q#32)&9UHA M/.++#%#(/< ;(/'()4
*.%#(/.= ;"./3&$ ;(2=+ #/;=2+& *(R&*&/% () )(%.%#(/ (' %"&
.)*$A 92;" ./ &/%)&/;"&+ )&;(3/#%#(/ ,&%6&&/ . 0#=2$ .+"&$#/
./+ ./ @]L ;(*0(/&/% ;(2=+ 0)(R#+& .;;)2&+ $%.,#=#%- %( %"&
,.;%&)#2*(/ %"&*.%)#T $2)'.;&A
M/.++#%#(/%( )&;(3/#5#/3;(==.3&/< I)37".$ .=$( ,&&/$"(6/
%( ,& #*0()%./% '() !" #$%&'($)*%\$ )&;(3/#%#(/ (' =.*#/#/ ./+
!,)(/&;%#/< ;(**(/;(*0(/&/%$ (' %"&&2>.)-(%#; &T%).;&==2=.)
*.%)#T ?@]LH ?V#==&)#/3*.// &% .=A< 1BBOHA _=-;($.*#/(3=-;./$
?_7_$H .)& =#/&.) 0(=-$.;;".)#+&$ .%%.;"&+ ;(R.=&/%=- %(
0)(%&#/$ (' %"&0)(%&(3=-;./'.*#=-< ./+.)&2,#:2#%(2$=-0)&$&/%
(/ .== ./#*.= ;&== $2)'.;&$A M/%&)&$%#/3=-< $&R&).= 0)(%&#/$ %".%
)&;(3/#5& _7_$ +( $( %")(23" &=(/3.%&+ ;)&R#;&$ )#;" #/ ,.$#;
)&$#+2&$ ?M*,&)%- &% .=A< 1BBPHA `(%.,=-< ./.=-$#$ (' . $2)'.;&
0(%&/%#.= *.0 (' I)37 )&R&.=$ %".% %"& %6( #/$&)%#(/ .)*$ (' JK
W(#/ (/ %"& )&3#(/ %".% #$ %"& '.)%"&$% ')(* %"& ` ./+ ] %&)*#/#
(' I)37 #/()+&) %( '()*. =.)3&< ;).+=&4$".0&+ $2)'.;& (' "#3"=-
,.$#; ;".).;%&) ?Q#32)& GHA !"& ;(/;&/%).%#(/ (' ,.$#; )&$#+2&$
0)&$&/% #/ %"& a4$".0&+ ;).+=& $233&$%$ %".% %"& ;).+=& ;(2=+
0)(R#+& %"& ,#/+#/3 $#%& '() /&3.%#R&=- ;".)3&+ *(=&;2=&$ ?$2;"
.$ _7_$ %".% .)& +#)&;%=- .$$(;#.%&+ %( !,)(/&;%#/ ./+ =.*#/#/H
./+ %"2$ ,)#+3& %"& #/%&).;%#(/ ,&%6&&/ %"& ,.;%&)#2*./+ %"&
@]LA M/%&)&$%#/3=-< (/=- '&6 (' %"& ,.$#; )&$#+2&$ #+&/%#!&+ #/
%"& a4$".0&+ ;).+=& (' I)37 .)& $%)#;%=- ;(/$&)R&+ ?.$ ^-$ ()
Q#32)& KA !"& LMJ79 L(%#' (' I)37
?7H!"&*&%.= #(/< )&!/&+ "&)&.$ .L31S< #$ $%.,#=#5&+ ,-.;=.$$#;.= ;(/$%&==.4
%#(/ (' )&$#+2&$ .=$( $&&/ #/LMJ79 *(%#'$ (' &2>.)-(%#; 0)(%&#/$A
?ZHL.00#/3 (' #+&/%#;.= ?)&+H./+ $#*#=.) ?()./3&H )&$#+2&$ #/ I)374=#>& .+"&4
$#/$ #/ 9%)&0%(;(;;.= $00A ?!" #$%&'($)*%< !" *+*,*-.)*%< !" #/(+%$%0H (/%(
%"& $%)2;%2)& (' %"& JK +(*.#/ (' I)37A I&$#+2&$ #/R(=R&+ #/ '()*#/3 %"&
LMJ79 *(%#' .)& #/+.)> ,=2&A !"&;&/%).= )&3#(/(' %"&+(*.#/< 6"#;"".),()$
%"&LMJ79*(%#'< #$ %"&*($%;(/$&)R&+<6"#=&%"&.)*$(' %"&$%)2;%2)&+#$0=.-
0.%;"&$ (' /(/;(/$&)R&+ $&:2&/;&A
9%)2;%2)&
9%)2;%2)& (' %"& Y/&2*(;(;;.= Y#=2$ 7+"&$#(/
EEB 9%)2;%2)& 12< EBNbEEU< c ./2.)- EK< 1BEB d 1BEB @=$&R#&) ^%+ 7== )#3"%$ )&$&)R&+
S. pneumoniae  Résultats   
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!"#$%&'(# )*+ ,+-.+(/+, '0 )*+123., %4*+,2(, '0!" #$#%#&'(#)
%(4 !" *+,$)-). 562#."+, 7%(4 89$: ,.##+,)2(# )*%) )*+ /"+;2/+
0'"&+4<=)*+%"&, 2()*+,+%4*+,2(, /'.341')+()2%33="+/'#(2>+
')*+" *',) /+33 &'3+/.3+,? @*2, '<,+";%)2'( /'.34 1"';24+
% 1%")2%3 +A13%(%)2'( 0'" )*+ 42,)2(/) )2,,.+ )"'12,&'<,+";+4 0'"
1232%)+4 B"%&C1',2)2;+ ,1+/2+,?
@*+ DDE)%3FGG H, E)%<232>+4 <= H()"%&'3+/.3%" H,'1+1)24+
9'(4,
@*+ 123.,C0'"&2(# <2',=()*+)2/ &%/*2(+"= 2( B"%&C1',2)2;+
'"#%(2,&, "+-.2"+, )*+ 0'"&%)2'( '0 2()+"&'3+/.3%" 2,'1+1)24+
<'(4,: (')%<3= <+)I++( )*+ ,'")%,+, %(4 )*+ JKL@BC32F+ &')20
'( )*+2" )%"#+)1"')+2(, 5M%(432F +)%3?: 7NNO<P E/')) %(4 Q%*(+":
7NNR$? H( %442)2'(: 2,'1+1)24+ <'(4, 0'"&+4 I2)*2( % ,2(#3+
4'&%2( *%;+ %3,' <++( 24+()2!+4 2( )*+ ,)"./)."+ '0 E1NS7O:
)*+ &%T'" 1232( ,.<.(2) 0"'& !" *+,$)-). 5U%(# +) %3?: 7NNV$
%(4 '0 % &2('" %//+,,'"= 123., &'3+/.3+ 0"'& )*+ !" #$#%#&'(#)
1232( 5U"2,*(%( +) %3?: 7NNV$? @*+,+ <'(4, *%;+ <++( ,*'I( )'
<+ )*+ 1"'4./) '0 %( 2()"%&'3+/.3%" "+%/)2'( <+)I++( )*+ ,24+
/*%2(, '0 % J=, %(4 %( %4T%/+() !,1 "+,24.+: %(4 )*+ WQ %(4
XYS%)'&, '0 )*+"+,.3)2(#<'(4%"+<')*,)%<232>+4<=*=4"'#+(
<'(42(# I2)* %( %/242/ "+,24.+ 2( )*+ 2&&+42%)+ ;2/2(2)= 5U%(#
+)%3?: 7NNV$? Z"#! *%"<'", )I' 2()"%&'3+/.3%" 2,'1+1)24+<'(4,:
'(+ 3'/%)+4 2( )*+ [(%C9C32F+ Y7 4'&%2(: %(4 % ,+/'(4 '(+ 2(
Y\? @*+ <'(4 I2)*2( Y7 2, 0'"&+4 <+)I++( )*+ ,24+ /*%2( '0
J=,S]S 52( )*+ WC)+"&2(%3 "+#2'( '0 )*+ Z"#! ,+-.+(/+$ %(4
!,(R]^ 52( )*+ [ )+"&2(., '0 )*+ ,)"./)."+$? !3)*'.#* %( %/242/
#"'.1 5!,1RNN$ 2, 3'/%)+4 2( 2), ;2/2(2)=: )*+ ,24+ /*%2(, '0
@*"R]\ %(4 @*"R]O %3,' 1"';24+ %442)2'(%3 ,)%<232>%)2'( 0'" )*+
2,'1+1)24+ 32(F%#+ 562#."+ ^!$? @*+ 2,'1+1)24+ <'(4 1"+,+() 2(
Y\ 2, 0'"&+4 <=1"'A2&%3 +3+&+(), '0 )*+ [C)+"&2(%3 ,+-.+(/+:
(%&+3= J=,V\7 %(4 !,(O^\P )*+ *=4"'#+( <'(42(# ,)%<232>%)2'(
1"'!3+ 2, &'"+ /3%,,2/%3: <+2(# 1"';24+4 <= B3.ON8 562#."+ ^9$?
!, 2, )*+ /%,+ 0'" ')*+" 2,'1+1)24+ 32(F%#+,: )*+ 2()"%&'3+/.3%"
2,'1+1)24+ <'(4, 2( Z"#! %"+ %3,' ,.""'.(4+4 <= *=4"'1*'<2/
"+,24.+,_ H3+7NR: J+.7NO: %(4 K*+VS8 0'" )*+ Y7 <'(4 %(4
J+.V^S: K*+V^R: %(4 H3+O^7 0'" )*+ Y\ <'(4?
`+ ,'.#*) )' /'(!"& )*+ 2&1'")%(/+ '0 )*+ )I' 2,'1+1)24+
<'(4, 0'" Z"#!G, ,)%<232)= .,2(# ,2)+C,1+/2!/ &.)%#+(+,2,:
&%,, ,1+/)"'&+)"=: %(4 )*+"&%3 ,*20) %(%3=,+,? @*+ &'3+/.3%"
&%,, '0 I234C)=1+ Z"#!: &+%,."+4 <=&%,, ,1+/)"'&+)"=: I%,
/'(,2,)+()I2)* )*+%<,+(/+'0 )I'Wa8#"'.1, 5)*., /'(!"&2(#
)*+ 0'"&%)2'( '0 )I' 2,'1+1)24+ <'(4,P ,++ @%<3+ 7$? `+ 2(2)2%33=
,).42+4 )*+2,'1+1)24+<'(4 2(Y7:%(4#+(+"%)+4,2(#3+&.)%(),
2( I*2/* J=,S]S: !,(R] :^ %(4 !,1RNN I+"+ &.)%)+4 2()'
%3%(2(+,? 6'" +%/*&.)%(): )*+&+%,."+4 &%,, I%, /'&1%)2<3+
I2)* )*+ 3',, '0 '(+ 2,'1+1)24+ <'(4P )*.,: &.)%(), US]S! %(4
WR]^! I+"+ (' 3'(#+" /%1%<3+ '0 #+(+"%)2(# )*+ 2,'1+1)24+
<'(4 2( Y7 5.(2-.+3= 2( Y\$? H()+"+,)2(#3=: %( Z"#! ;%"2%()
/%""=2(# % YRNN! &.)%)2'( <+*%;+4 ,2&23%"3= )' )*+ US]S! %(4
WR]^! &.)%(),: %3,' 42,13%=2(# )*+ 2(%<232)= )' #+(+"%)+ '(+
62#."+ ?^ Y'&%2(, Y7 %(4 Y\ !"+ E)%<232>+4 <= H()"%&'3+/.3%"
H,'1+1)24+ 9'(4,
5!$Y'&%2(Y7 /%""2+, % <'(4 <+)I++( )*+ ,24+ /*%2(, '0 J=,S]S%(4 !,(R]^
)*%): 2( %442)2'( )' !,1RNN: 2, %3,' ,)%<232>+4 <= )I' @*" *=4"'A=3 #"'.1,?
59$@*+ 2,'1+1)24+ <'(4 2( 4'&%2(Y\ 2, ,)%<232>+4 <= (+%"<=B3.ON8? H( <')*
5!$%(4 59$: 6'C6/ ,2&.3%)+4 %((+%32(# '&2)&%1, %"+ ,*'I(?
5[$@*+"&%3 ,*20) %(%3=,2, "+,.3), 0'"Z"#! 2,'1+1)24+<'(4&.)%(),? 2`34C)=1+
Z"#! 5'"%(#+$42,13%=,&%A2&%%)^S [ %(4 R\ [: I*23+&.)%(), 2(;'3;2(# )*+
Y74'&%2( 2,'1+1)24+ <'(4 *%;+ 3',) )*+ R\ [ 1+%F: 2(42/%)2(# )*%) )*+Z"#!
,)%3F /'.34 <+ /'&1"'&2,+4?
62#."+ \? !(')*+" b[MC92(42(# Z+#2'( H, 6'"&+4 <= )*+ H(,+")+4
!"&,
E."0%/+ 1')+()2%3 42%#"%& '0 )*+ Y8 4'&%2( '0 Z"#! )*%) ,*'I, )*+ <%,2/
cC,*%1+4 /"%43+? @*2, ;2+I 2, SON %I%= 0"'& )*+ '(+ ,*'I( 2( 62#."+ 89?
E)"./)."+
E)"./)."+ '0 )*+ K(+.&'/'//%3 K23., !4*+,2'(
E)"./)."+ /0: SNRdSS :^ e %(.%"=S8: 7NSN f 7NSN b3,+;2+" J)4 !33 "2#*), "+,+";+4 SSS
S. pneumoniae  Résultats   
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!"#$%$&!'% (#)' %*%) !) &+% $,%"%)-% #. !)&/-& 01"232 /)'
4")536 "!'% -+/!)"7 8+%"% ,%"9:&" "9;;%"& &+/& &+% .9)-&!#) #.
&+% /-!'!- "!'% -+/!) !) !"#$%$&!'% (#)' .#,</&!#) !" '9/:= !&
$,#*!'%" +1',#;%) (#)'!); "&/(!:!>/&!#) &# &+% (#)' #)-% !& !"
.#,<%'? (9& <9"& /:"# $:/1 / @%1 ,#:% !) !&" .#,</&!#) '9,!);
$,#&%!) .#:'!);7 A) :!;+& #. &+%"% ,%"9:&" /)' !) #,'%, &# "&9'1
&+% !"#$%$&!'% (#)' :#-/&%' B!&+!) '#</!) CD? B% ;%)%,/&%'
/)E,;4*/,!/)&-/,,1!);/"!);:%FGHI4<9&/&!#)7J/"" "$%-&,#K
<%&,!- <%/"9,%<%)&" #. E,;4KFGHI4 -#)!,<%' &+/& #)% !"#K
$%$&!'% (#)' B/" /:"# <!""!); !) &+!" .#,<? &+9" -#)!,<!);
&+/& &+% $,%"%)-% #. /)/-!'!- ,%"!'9% !) &+% !<<%'!/&% %)*!,#)K
<%)& #. /) !"#$%$&!'% (#)' !" /) %""%)&!/: ./-&#, .#, !&" .#,</K
&!#)7 L#&/(:1? )# !"#$%$&!'% (#)'" -#9:' (% !'%)&!!%' !) /)
E,;4KC5HH4KFGHI4 '#9(:%<9&/)& M8/(:% NO7
P% &+%)$%,.#,<%' &+%,</: "+!.& /)/:1"%" #. /:: E,;4 */,!/)&"7
Q,#&%!)"B%,%;,/'9/::1+%/&%' !)/)AR6S!#KE/'/$$/,/&9" /)'
&+%,</: 9).#:'!); -9,*%" B%,%<#)!&#,%' &+,#9;+ &+% '%&%-&!#)
#. -+/);%" !) "9#,%"-%)-% #. / T1$,# U,/);% $,#(%7 8+!" /)/:K
1"!" MV!;9,% 6-O,%*%/:" &+/&B!:'K&1$% E,;4 '!"$:/1" &B# 9).#:'K
!); </W!</= &+% !,"& /& /$$,#W!</&%:1 62 X MYH76O? B+!-+ !"
"+/,%' B!&+ /:: #&+%, E,;4 */,!/)&"? /)' / "%-#)'? :%""
$,#)#9)-%' $%/@? B+#"% 8< */:9% !" /$$,#W!</&%:1 5D X
MYH7NO7 S%-/9"% &+% </Z#, $%/@ !" $,%"%)& !) %W$%,!<%)&" B!&+
/:: E,;4 .#,<" !)'%$%)'%)& #. &+% $,%"%)-% #, /("%)-% #. !"#K
$%$&!'%(#)'"? !&-#9:',%$,%"%)&&+%9).#:'!);#.&+%CI'#</!)7
A) &+% E,;4KFGHI4 */,!/)&? B+!-+ :/-@" &+% !"#$%$&!'% (#)' !)
'#</!) CD? &+% 8< #. &+% "%-#)' $%/@ !" N X :#B%, &+/) .#,
&+% B!:'K&1$% .#,<[ &+!" #("%,*/&!#) "9;;%"&" &+/& &+% <!)#,
$%/@ -#,,%"$#)'" &# &+% 9).#:'!); #. &+% "</::%, '#</!)"7
L#&/(:1? !) &+% -/"%" #. (#&+ E,;4KC5HH4 /)' E,;4KC5HH4K
FGHI4? &+% "%-#)' $%/@ !" )#& #("%,*%'[ &+% /("%)-% #. &+!"
"%-#)' &,/)"!&!#) $#!)& "9;;%"&" &+/& /("%)-% #. &+% !"#$%$&!'%
(#)' !) '#</!) CN MX)/KSK:!@%O %);%)'%," / '%"&/(!:!>/&!#) #.
&+% %)&!,% E,;4 "&/:@7 E%-%)&:1? !& +/" (%%) "+#B) &+/& &+% !"#K
$%$&!'% (#)'" -/,,!%' (1 !" #$%&'(') T$H2NG /:"# $:/1 / @%1
,#:% !) "&/(!:!>/&!#) #. &+% !(%,K.#,<!); <#:%-9:% M\/); /)'
S/@%,? NHH3OB+%,%/" !"#$%$&!'% (#)'" !) &+% /)/:#;#9" <#:%K
-9:% #. *" +','-)? S-$4? /,% -,9-!/: .#, $!:9" /""%<(:1 MS9'>!@
%& /:7? NHHGO7 8+%"% ,%"9:&" -#)!,< &+/& "9-+ (#)'" $:/1
/ 9)!*%,"/: "&/(!:!>!); ,#:% !) &+% $!:9"K.#,</&!#) $,#-%""%" #.
],/<K$#"!&!*% "$%-!%"7
CATX^TTAUL
4'+%"!#) &# &/,;%& +#"& -%::" (1 "9,./-%K%W$#"%' *!,9:%)-%
./-&#,"? "9-+ /" $!:!? !" / @%1 "&%$ !) !).%-&!#) %"&/(:!"+<%)& (1
/ :/,;% )9<(%, #. (/-&%,!/: $/&+#;%)"7 8+% B%::K"&9'!%' $!:!
.,#< ],/<K)%;/&!*% $/&+#;%)" +/*% (%%) "+#B) &# '!"$:/1
"$%-!!- /'+%"!)" #) &+%!, &!$" &+/&$:/1 !<$#,&/)& ,#:%" !)/'+%,K
%)-%&#(#&+&+%%W&,/-%::9:/,</&,!W/)'&#;:1-#$,#&%!)#,;:1-#K
:!$!',%-%$&#,"?#.&%)'%&%,<!)!);&!""9%&,#$!"<MQ,#.&/)'S/@%,?
NHH3[ T#&# /)' _9:&;,%)? 2333O7 A) ],/<K$#"!&!*% $/&+#;%)"?
+#B%*%,? -:/,!!-/&!#) #. &+% '%&/!:" #. &+% $!:9"K<%'!/&%' /'+%K
"!#) $,#-%"" +/" #):1 ,%-%)&:1 "&/,&%'7 A) &+!" B#,@? B% ,%$#,&
&+% "&,9-&9,/: -+/,/-&%,!>/&!#) #. / &#&/::1 )#*%: /'+%"!) &+/& !"
%""%)&!/: .#, &+% !).%-&!*!&1 $,#-%"" #. / </Z#, +9</) $/&+#;%)
/)'B+#"% &%,&!/,1 .#:' !" -#<$#"%' #. :!)%/,:1 /:!;)%' '#</!)"
#("%,*%' !)(#&+%9@/,1#&!- /)' $,#@/,1#&!- #,;/)!"<"7
E,;4 !" -#<$#"%'#. .#9, !)'%$%)'%)&'#</!)" :!)@%'(1"%WK
!(:% ,%;!#)"7 8+!" #,;/)!>/&!#) -/) $#&%)&!/::1 /::#B .#, !)&%,'#K
</!) "%W!(!:!&1? B+!-+ -#9:' (% !<$#,&/)& .#, &+% ,%-#;)!&!#) #.
'!..%,%)& +#"& &/,;%&" '9,!); &+% !).%-&!#) $,#-%""? B+!:% &+%
$,%"%)-% #. &B# !"#$%$&!'% (#)'" ;9/,/)&%%" "&/(!:!&1 #. &+%
!)'!*!'9/: '#</!)"7 8+% -#<$#"!&% )/&9,% #. E,;4 !)-:9'%"
&B# A;] '#</!)" MC2`CDO? /)' &+%!, $#&%)&!/: .9)-&!#) -#9:'
!)-:9'% %)+/)-%<%)& #. (!)'!); #. &+% /'+%"!) &# +#"& &!""9%
,%-%$&#," /)'`#, $,#*!'!); "&/(!:!&1 .#, &+% </-,#<#:%-9:%7
8+%"% .9)-&!#)" /,%#("%,*%' !)/)9<(%,#. (/-&%,!/: /'+%"!)"[
Q/$]? .#, %W/<$:%? !" :#-/&%' /& &+% '!"&/: %)' #. &+% Q $!:9" #.
9,#$/&+#;%)!- ." +%/0 M^ QFXO /)' .#:'" !)&# &B# A;]K:!@%
'#</!)"? #)% #. B+!-+ !" @%1 .#, ,%-%$&#, ,%-#;)!&!#) MC#'"#)
%& /:7? NHH2O7 8+% ]ST6N $!:9" /'+%"!) #. !" 1&1/1+201' /:"#
+/,(#," &B# A;]K:!@% ,%;!#)"? #)% #. B+!-+ !" @%1 !) $,#<#&!);
/'+%,%)-% &# :9); &!""9%? B+!:% &+% "%-#)' #)% $,#*!'%" "&,9-K
&9,/: "9$$#,& M\,!"+)/) %& /:7? NHHaO7 A) E,;4? &+% :/&&%, .9)-&!#)
-#9:' (% "+/,%' (1 !&" X)/KSK:!@% '#</!) MCNO? (%-/9"% &+% S
'#</!) #. -#::/;%)K(!)'!); $,#&%!) X)/ #. !" 1-,'-) +/" /:"#
(%%) "9;;%"&%' /" (%!); &+% "&/:@ &+/& $,#Z%-&" &+% 4
-#::/;%)K(!)'!); '#</!) /B/1 .,#< &+% (/-&%,!/: "9,./-% /)'
&#B/,' &+% FXJ MC%!*/)/1/;/<%& /:7? NHHHO7 A) E,;4? '#</!)"
C2? CN? /)' CD /,% /""#-!/&%' :!)%/,:1? B!&+ CI :#-/&%' /& &+%
%';% MV!;9,%" 2[ V!;9,% T2O7 8+!" /,,/);%<%)& "9;;%"&" &+/&
#)% #. &+% ,#:%" #. '#</!)" C2? CN? /)' CD -#9:' (% &# $,#Z%-&
&+% FXJK,%-#;)!&!#) CI '#</!) /B/1 .,#< &+% $!:9" !(%, !)
#,'%, &# ,%/-+ #9& &#B/,' &+% +#"& -%:: /" <9-+ /" $#""!(:%7
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II Discussion 
Les études récentes concernant les pili des bactéries à Gram-positif, notamment dans 
notre institut, ont permis de mieux comprendre leur biogenèse ainsi que leur rôle dans les 
premières étapes de la colonisation par le pathogène.  
Concernant RrgA, nous avons montré que cette protéine a évolué à partir de domaines 
eucaryotes et procaryotes pour être extrêmement adaptée à sa fonction. En effet, le domaine 
intégrine est porté par un piédestal lui permettant d’agir comme une main au bout d’un bras, 
ce qui augmente significativement la probabilité de rencontre avec son substrat. De plus, étant 
l’adhésine du pilus, RrgA est une des premières protéines à entrer en contact avec les 
mécanismes de défense de l’hôte et se doit donc d’être très stable. Cette stabilité est assurée 
par la présence de deux ponts isopeptidiques entre les chaines latérales de lysines et 
d’asparagines dans les domaines D2 et D4, stabilisant ainsi l’ensemble de la structure. De 
plus, le domaine D1 est stabilisé par complémentation de brin béta, un mécanisme qui fait 
écho au mécanisme de polymérisation des pili chez les bactéries à Gram-négatif. 
 L’étude de cette protéine en complexe avec une molécule, ou partie d’une molécule, 
composant la Matrice Extra Cellulaire, permettrait de mieux comprendre la présence des deux 
insertions au sein du domaine intégrine pourtant normalement très conservé. 
Bien qu’au niveau structural l’étude des protéines isolées ait apporté de nombreux 
renseignements sur les fonctions de transpeptidation des sortases et d’adhésion de RrgA, la 
résolution d’un complexe acyl-enzyme entre une sortase et une protéine Rrg permettrait 
d’obtenir une vue plus précise de la spécificité du système. En effet, la structure d’un tel 
complexe poserait les bases de la reconnaissance sortase-substrat et permettrait de valider 
l’hypothèse postulant que la liaison de la protéine substrat aux sortases induise un 
changement conformationnel au niveau du « lid » des sortases et libèrerait le site actif.  
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I Pseudomonas aeruginosa 
I.1 Présentation générale 
P. aeruginosa, ou bacille pyocyanique est une bactérie à Gram-négatif, se présentant 
sous forme de bacilles fins, droits et très mobiles grâce à une ciliature polaire monotriche (1 
flagelle). 
 
 
 
 
 
Les bacilles ont une taille variant de 0,5 à 0,8 µm de diamètre pour une longueur de 
1,5 à 3 µm et sont souvent organisés deux par deux ou en courtes chaînette. Ubiquitaire, P. 
aeruginosa peut se retrouver dans l’eau, les sols humides, les végétaux ou encore sous forme 
saprophyte dans le tube digestif humain. Grâce à une grande faculté d’adaptation et 
supportant des températures allant de 4°C à 43°C, la bactérie peut se développer aussi bien en 
milieu aérobie que anaérobie (Hoiby 2006). 
Le génome de la souche de référence PAO1 a été séquencé en premier en 2000 (Stover 
et al., 2000) ouvrant la voie au séquençage de différentes souches. Il a été montré que les 
génomes sont très conservés et notamment au niveau des gènes codant pour les facteurs de 
virulence (Wolfgang et al., 2003). 
 
Comme de nombreuses bactéries, P. aeruginosa est capable de former des biofilms, 
véritables colonies qui lui permettent de survivre en milieu hostile. 
 
 
Figure 25: 
Image de microscopie 
électronique à balayage de P. 
aeruginosa. 
(www.sciencephoto.com) 
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I.2 Infections à P. aeruginosa 
P. aeruginosa est une bactérie capable d’infecter un nombre très important d’hôtes tels 
que les insectes, les plantes et bien sûr l’être humain. Pathogène opportuniste, le risque d’être 
infecté par cette bactérie pour une personne en bonne santé est très faible. En effet, P. 
aeruginosa n’est que peu présent et peu virulent lorsque le système immunitaire de l’hôte est 
fonctionnel. En effet, dans la majorité des cas, toute infection par cette bactérie est 
concomitante avec un affaiblissement du système immunitaire de l’hôte. Cela implique 
notamment les patients porteurs du VIH et les patients sous chimiothérapie. Les trois 
pathologies les plus récurrentes dues à P. aeruginosa sont les bactériémies des grands brulés, 
l’infection chroniques des voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose et 
l’atteinte de la cornée pour les porteurs de lentilles de contact (Lyczak et al., 2000). La 
capacité de cette bactérie à se développer dans de très nombreuses conditions fait d’elle un 
des trois principaux organismes responsables d’infections nosocomiales (11%) après E. coli et 
S. aureus (INVS, 2006). 
 
I.2.1 La mucoviscidose 
 
La mucoviscidose est une maladie génétique autosomique récessive qui affecte un 
nouveau-né sur 2000 au sein des populations caucasiennes. Il existe en Europe près de 35000 
enfants et jeunes adultes vivant avec cette maladie. Le gène responsable de cette anomalie 
génétique a été découvert en 1989 sur le chromosome 7 (Kerem et al., 1989). Ce gène code 
pour un canal ionique responsable du transport du chlore appelé CFTR pour « Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator ». De nos jours plus de 1500 mutations de ce gène 
sont connues, menant au disfonctionnement du canal CFTR ; la plus courante étant la délétion 
de la phénylalanine 508 (#F508). Ce disfonctionnement induit la diminution du volume du 
liquide para-ciliaire et par conséquent la diminution de l’efficacité de la clairance muco-
ciliaire associée (Boucher, 2004) permettant ainsi le développement de bactéries. Dès lors, la 
présence de ces bactéries dans le mucus induit une forte réponse inflammatoire médiée par les 
leucocytes polynucléaires qui dégradent lentement les tissus pulmonaires. 
Dès les premières années de vie, les patients atteints de mucoviscidose doivent donc 
faire face à la colonisation par de nombreux pathogènes opportunistes (P. aeruginosa, mais 
aussi S. aureus, H. influenzae… Vrankrijker et al., 2010) et malgré les thérapies antibiotiques 
intensives qu’ils subissent, n’ont à terme d’autres issues que la transplantation pulmonaire ou 
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la mort. Près de 80% des adultes atteints de mucoviscidose présentent une infection chronique 
à P. aeruginosa. Cette bactérie possède une grande capacité d’adaptation qui lui permet de 
survivre et de se développer facilement dans différents environnements en conditions aérobies 
ou anaérobies et est notamment capable de croitre sous forme de biofilms, se protégeant ainsi 
des antibiotiques et des défenses immunitaires de l’hôte (Hoiby 2006). 
 
I.2.2 Formation de biofilms 
La formation du biofilm se fait généralement sur une surface naturelle comme les 
dents, donnant lieu à la « plaque dentaire », sur le cœur, causant des endocardites, ou sur les 
poumons par exemple. Dans un biofilm, la colonie bactérienne, qui peut être composée d’une 
ou de plusieurs espèces, sécrète une matrice de biopolymères caractéristique contenant 
principalement des polysaccharides, des protéines et de l’ADN. Cette matrice stabilise le 
biofilm et protège les bactéries des attaques du système immunitaire de l’hôte et des 
antibiotiques. En effet, il est maintenant accepté que sous forme de biofilm, les bactéries sont 
de cent à mille fois plus résistantes que sous formes planctoniques (libre de leurs 
mouvements) (Hoiby et al., 2011, b). Pseudomonas aeruginosa peut former un biofilm 
mature en seulement 5 à 7 jours. Pour cela, une bactérie planctonique va s’attacher de manière 
réversible à une surface. L’étape suivante est la multiplication cellulaire, l’adhésion 
permanente des bactéries au support et le début de la synthèse de la matrice. Cette étape est 
initiée par le Quorum-Sensing. Enfin, dans certains cas, des cellules peuvent recouvrer leurs 
attributs planctoniques, et ainsi quitter le biofilm et aller coloniser une nouvelle surface 
(Hoiby et al., 2011, a). 
 
I.3 Traitements des infections à P. aeruginosa  
Le traitement des infections à P. aeruginosa est, au même titre que celui du 
pneumocoque, très difficile. Il n’existe encore aucun vaccin sur le marché pour lutter contre 
cette bactérie mais le groupe Intercell© en collaboration avec Novartis© élabore un vaccin, 
appelé IC43. Basé sur des antigènes dérivés de deux protéines de la membrane externe de la 
bactérie, les tests ont montré une réelle efficacité chez les patients atteints de brulure du 2nd et 
3ème degré (www.intercell.com).  
 
P. aeruginosa  Introduction  
 
86 
La thérapie actuelle est principalement basée sur les antibiotiques. De nombreuses 
familles d’antibiotiques sont utilisées (Pénicillines, Monobactames, Carbapénèmes, 
Aminosides, Fluoroquinolones). Cependant, concernant les patients atteints de 
mucoviscidose, la destruction du germe n’est jamais totale et l’infection, sous forme de 
biofilm notamment, perdure et ce même malgré  les traitements anti-inflammatoires comme 
les macrolides qui, administrés dès les stades précoces de l’infection, ont montré une grande 
efficacité (Dinwiddie, 2005). D’autres part, les biofilms, responsables d’infections 
chroniques, sont maintenant des cibles privilégiées pour le développement de molécules 
inhibitrices. Il a été prouvé que des anions et des DNases pouvait induire la destruction des 
biofilms (Tolker-Nielsen et al., 2009). 
 
I.3.1 Résistance aux antibiotiques 
P. aeruginosa possède de nombreux mécanismes de résistance naturels et acquis, le 
rendant multi-résistant à de très nombreuses classes d’antibiotiques. Les principaux 
mécanismes de résistance naturels sont portés par une béta-lactamase de classe C (ampC, 
céphalosporinase), une imperméabilité naturelle à de nombreuses molécules et des pompes à 
efflux (comme MexAB-OprM) (Figure 26) (Tomas et al., 2010 ; Friedland et al., 2004). Les 
résistances acquises par le biais de plasmides 
sont principalement impliquées dans la 
résistance aux béta-lactames et aux 
aminoglycosides . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26: 
Structure du complexe 
d’efflux OprM-Mex-AB. 
 
OprM est représenté en bleu 
clair, les dimères de MexA 
sont en bleu et rouge, MexB 
est en rose pâle. 
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II Le Système de Sécrétion de Type III (T3SS) 
 
Le système de sécrétion de type III est probablement un des facteurs de virulence les 
plus importants chez P. aeruginosa. Cette bactérie possède cependant un arsenal de facteurs 
de virulence très complet composé notamment d’un lipopolysaccharide jouant un rôle 
important dans la réaction inflammatoire, d’un flagelle pour la motilité et l’initiation de la 
formation de biofilms, de pili de type IV… (Kipnis et al., 2006) mais aussi de six systèmes de 
sécrétion différents (Type I, Type II, Type III, Type V a et b, type VI) impliqués dans la 
sécrétion de nombreuses toxines (Bleves et al., 2010). Dans ce manuscrit, seul le Système de 
Sécrétion de Type III sera détaillé. 
 
II.1 Généralités 
Le système de sécrétion de type III ou 
injectisome est un complexe protéique présent chez 
plus d’une trentaine de bactéries à Gram-négatif. Sa 
structure en forme d’aiguille permet à la bactérie qui 
l’exprime d’interagir de manière intime avec une 
cellule-cible dans le cadre d’une symbiose aussi bien 
que dans le cadre d’une infection (Galan et Collmer, 
1999). Il est notamment retrouvé chez les pathogènes 
humains tels que Bordetella pertussis (agent 
responsable de la coqueluche), Chlamydia spp 
(trachome, chlamydiose), Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica 
(gastroentérites, septicémies), Shigella flexneri 
(dysenteries), Yersinia spp (peste …) mais aussi chez 
des pathogènes de plantes ou d’animaux comme 
Erwinia amylovora, Mesorhizobium loti, Pseudomonas syringiae, Aeromonas salmonicida 
…. Dans le cas des bactéries pathogènes, les toxines transloquées sont directement sécrétées 
dans le cytoplasme de la cellule hôte provoquant des effets très variables selon les organismes 
tels que la répression du système immunitaire de l’hôte, le remodelage du cytosquelette 
d’actine, l’inhibition de la phagocytose, l’initiation de l’apoptose (Cornelis, 2006 ; Cornelis et 
Van Gijsegem, 2000).  
Figure 27: Cliché de microscopie 
électronique du T3SS de 
Salmonella  (Schraidt et al., 2010). 
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II.2 Différentes familles de systèmes de sécrétion de type III 
De nombreuses espèces de bactéries à Gram-négatif possèdent un ou plusieurs 
systèmes de sécrétion de type III comme c’est le cas pour Salmonella enterica. En fonction de 
la proximité génétique de chaque système, sept familles d’injectisomes ont été définies 
(Cornelis, 2006). 
De celle contenant le plus de représentants à celle en contenant le moins : 
1) La famille Ysc : Yersinia spp., P. aeruginosa, Aeromonas salmonicida, Bordetella 
pertussis … 
2) La famille SPI-II (Salmonella Pathogenicity Island II) : Salmonella enterica, E.coli, 
Citrobacter rodentium … 
3) La famille SPI-I (Salmonella Pathogenicity Island I) : Salmonella enterica, Shigella 
flexneri, Burkholderia pseudomallei … 
4) La famille Hrp1 et 2 : Pseudomonas synrigae, Erwinia amylovora … 
5) La famille Hrp2 : Burkholderia pseudomallei, Xanthomonas campestris … 
6) La famille des Rhizobium : Mezorhizobium loti, Rhizobium spp. 
7) La famille des Chlamydiales : Chlamydia trachomatis et pneumoniae. 
 
 Au sein de ces sept familles, de nombreuses protéines sont conservées, notamment les 
protéines formant la base du système et une forte similarité de séquence peut être observée. 
Cette similarité de séquence, chez des bactéries très éloignées génétiquement, laisse 
penser que les sept familles de système de sécrétion de type III proviennent toutes de 
l’évolution d’un ancêtre commun apparenté au flagelle. La figure suivante illustre les 
similarités structurales entre le flagelle et le système de sécrétion de type III (Figure 28) :  
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Cette similarité est très importante, notamment au niveau de l’ATPase du système et de ces 
nombreux partenaires (voir section sur l’ATPase). 
 
L’organisation génétique du T3SS repose sur une organisation en opéron d’une 
trentaine de gènes variables suivant les organismes. Les gènes sont soit portés par le 
chromosome bactérien sous forme d’îlot de pathogénicité, comme chez P. aeruginosa, soit 
organisé autour d’un plasmide comme c’est le cas notamment pour le T3SS des Yersinia qui 
possèdent le plasmide pYV (plasmid Yersinia Virulence) (Cornelis et al., 1998). Chez P. 
aeruginosa, le T3SS est composé de 36 gènes pouvant être classés en 5 catégories : les 
toxines, leur chaperonnes, les protéines impliquées dans la formation du pore de translocation, 
les protéines régulatrices et les protéines impliquées dans la structure et le fonctionnement du 
système (Figure 29 ; d’après Hauser 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28: 
Comparaison structurale 
schématique du flagelle 
(a) et du T3SS (b). 
 
La base des deux appareils 
est conservée avec une 
structure commune au 
niveau de l’ATPase et d’un 
anneau cytoplasmique 
appelé l’anneau C. Les 
structures externes (crochet 
et filament pour le flagelle 
ainsi que l’aiguille pour le 
T3SS) ne sont pas 
conservées. 
 
ME : Membrane externe 
MI : Membrane interne 
PG : Peptidoglycane 
 
(Cornelis, 2006) 
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Le système de sécrétion de type III n’est pas exprimé de façon constitutive au sein des 
bactéries. Le prochain paragraphe présentera la régulation de l’expression de ce système. 
 
II.3 Régulation transcriptionelle du T3SS 
 
L’expression du système de sécrétion de type III  chez P. aeruginosa est en grande 
partie dépendante des conditions environnementales. Les deux facteurs principaux 
déclenchant l’expression des gènes codants pour le T3SS sont le contact avec une cellule-
cible (Vallis et al., 1999) et une concentration basse en Ca2+ dans le milieu environnant 
(Frank, 1997). L’expression conditionnelle du T3SS par la bactérie lui permet d’une part de 
réduire les dépenses énergétiques associées à la production de protéines lorsque cela n’est pas 
nécessaire, et d’autre part de réduire le nombre d’antigènes exposés à sa surface et ainsi 
limiter la stimulation du système immunitaire de l’hôte (Yahr et Wolfgang, 2006). Dans ce 
paragraphe, le contrôle de l’expression par le régulateur transcriptionnel « ExsA » sera 
détaillé. 
 ExsA, membre de la famille des régulateurs transcriptionnels AraC/XylS est essentiel 
à l’expression des gènes codants pour le T3SS (Dacheux et al., 2001), se liant au promoteur 
de chaque opéron et permettant le recrutement de l’ARN polymérase. La régulation par ExsA 
fait intervenir trois autres protéines : ExsC, ExsD et ExsE (Figure 30). Seule la protéine ExsB, 
lipoprotéine de la membrane externe (Izoré et al., 2011) codée par le même opéron, semble ne 
pas prendre part à la régulation du système. 
 
Figure 29: 
Représentation graphique des gènes du système de sécrétion de type III chez P. aeruginosa. 
(Hauser, 2009) 
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Comme on peut le voir figure 30, la régulation de la transcription est intimement liée à 
la sécrétion. En effet, dans des conditions environnementales où la sécrétion n’est pas active 
(haute concentration en Ca2+ par exemple), ExsA est séquestrée par l’anti-activateur ExsD 
(McCaw et al., 2002)  et inhibe son activité (Thibault et al., 2009). En présence du signal de 
sécrétion (contact avec un cellule cible, par exemple), la sécrétion est activée, ExsE est 
dissociée de ExsC puis sécrétée (Urbanowski et al., 2005).  ExsC est un anti-anti-activateur et 
peut dissocier le complexe ExsA-ExsD en déplaçant ExsA et ainsi former un nouveau 
complexe avec ExsD (Dasgupta et al., 2004), protéine pour laquelle il possède une plus 
grande affinité (Vogelaar et al., 2010). Cette action conduit à l’isolement de ExsA qui peut 
donc aller se positionner sur son promoteur spécifique et induire la transcription des gènes du 
T3SS.  
De manière intéressante, la structure du complexe ExsE-ExsC (Vogellar et al., 2010) révèle 
que ExsC, protéine régulatrice, possède le repliement caractéristique des chaperonnes de 
A 
Figure 30: Régulation transcriptionnelle des 
gènes du T3SS par ExsA chez P. aeruginosa. 
  
A. En absence du signal de sécrétion, ExsA est 
piégée en complexe avec l’anti-activateur ExsD 
et donc la transcription n’est pas activée. 
 
B. En présence du signal de sécrétion, ExsA est 
libre et se lie au promoteur pour induire la 
synthèse des gènes. 
 
(Adapté de Hauser, 2009) 
B 
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toxines, (Figure 31) (Izoré et al., 2011) bien que pour l’instant, aucun effet biologique sur les 
cellules eucaryotes n’ai été démontré après sécrétion de cette protéine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il est important de noter que la transduction du signal de sécrétion et par conséquent 
l’expression massive du système, n’est toujours pas identifiée dans le cas du contact avec la 
cellule-hôte (Yahr et Wolfgang, 2006). Cependant, un modèle intéressant propose que 
l’aiguille elle-même serve à transmettre le signal, du pore jusqu’au cytoplasme bactérien au 
moment du contact avec la cellule-cible (Blocker et al., 2008). Ce modèle est appuyé par la 
récente découverte que les protéines de l’aiguille chez Shigella flexneri et Salmonella 
typhimurium subissent des changements structuraux importants au moment de leur 
polymérisation (Poyraz et al., 2010), attestant de leur flexibilité conformationnelle. 
 
II.4 Description du système de sécrétion de type III 
Le système de sécrétion est ce qu’on appelle une nano machine biologique, constituée 
de plus de 25 protéines dont la plupart sont conservées chez tous les systèmes connus.  
D’abord caractérisé chez Salmonella enterica serovar typhimurium en 1998 (Kubori et al., 
1998), il est maintenant décrit pour plus de 30 espèces (Cornelis, 2006). Il se compose 
principalement de deux unités, le sécréton et le translocon : 
Le sécréton est la première partie du système à se mettre en place. Il est composé de 
structures concentriques qui forment un canal à travers les deux membranes de la bactérie. 
Ces anneaux membranaires composent « la base ». L’ordre dans lequel la base est formée 
semble être dépendant de l’espèce bactérienne considérée. En effet, la biogénèse du T3SS de 
Figure 31: Structure du complexe 
ExsC-ExsE (2 : 1) 
 
ExsC forme un dimère en forme de 
cœur, caractéristique des chaperonnes 
de toxines (orange et bleue) 
 
ExsE (vert) s’enroule autour du dimère 
de chaperonne. 
(D’après Vogellar et al., 2010) 
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la majorité des espèces débute par l’assemblage des anneaux de la membrane interne 
(Kimbrough et Miller, 2002), mais récemment, le groupe de Guy Cornelis à montré que 
Yersinia enterocolitica assemble la base de son système en commençant par YscC, la 
sécrétine localisée dans la membrane externe (Diepold et al., 2010). 
A cette base s’ajoute l’aiguille de sécrétion pour ainsi former « le sécréton ».  
L’aiguille de sécrétion est polymérisée lorsque la base est préalablement fonctionnelle (étape 
1, Figure 32).  Lorsque l’aiguille a atteint la taille nécessaire, les translocateurs qui vont 
s’enchâsser dans la membrane de la cellule hôte sont sécrétés à leur tour (étape 2). Enfin, 
quand le pore de translocation est en place, le système transloque les toxines directement dans 
le cytoplasme de la cellule hôte (étape 3). La hierarchisation de la sécrétion des composants 
formant le T3SS est finement régulée. Ceci sera discuter dans un prochain paragraphe. De 
plus, ces étapes ont été décrites d’un point de vue structural dans une revue parue dans le 
journal « Structure » (Izoré et al., 2011). 
 
 
 
Figure 32: Schéma du Système 
de Sécrétion de Type III de P. 
aeruginosa. 
 
Une fois la base assemblée, la 
protéine PscF est sécrétée et 
oligomérise pour former l’aiguille 
(bleue). Dans un deuxième temps, 
les translocateurs PcrV, PopD et 
PopB sont sécrétés à leur tour et 
assemblés au sommet de 
l’aiguille, formant un pore. Enfin, 
les chaperonnes sont sécrétées 
directement dans le cytoplasme de 
la cellule hôte (Izoré et al., 2011). 
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II.4.1 La base du système 
« La base » est composée de 3 anneaux concentriques permettant de former un canal 
traversant la membrane interne, le périplasme et la membrane externe de la bactérie.  
II.4.1.1 Les protéines de la membrane interne 
Les anneaux de la membrane interne sont parmi les premiers à être assemblés 
(Kimbrough et Miller, 2002). Les progrès de la microscopie électronique ont permis d’obtenir 
des clichés de très bonne qualité de la base du système et notamment des anneaux de la 
membrane interne et externe chez Salmonella enterica à une résolution sub-atomique (l10 Å) 
(Schraidt et Marlovits 2011). 
Les auteurs montrent que chez cet organisme, deux anneaux concentriques se forment 
au sein de la membrane interne. Ces anneaux formés par PrgH et PrgK, (homologues 
respectifs de PscD et PscJ chez P. aeruginosa) possèdent chacun 24 sous-unités pour former 
un canal dont le diamètre externe est proche des 250 Å (Schraidt et al., 2010). La figure 33 
représente la modélisation de ces deux anneaux à partir des structures des protéines résolues 
par cristallographie aux rayons X (Figure 33). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ces deux anneaux, situés dans la membrane interne, contactent la sécrétine qui possède une 
large région périplasmique, créant ainsi un canal continu du cytoplasme de la bactérie jusqu'à 
sa surface. 
II.4.1.2 Les sécrétines 
L’anneau de la membrane externe, qui se poursuit dans le périplasme est formé par 
une seule protéine appartenant à la famille des sécrétines. Les sécrétines sont des protéines 
Figure 33: Modélisation de la structure 
formant les anneaux de la membrane 
interne chez Salmonella. 
 
PrgK et PrgH s’assemble pour former une 
structure concentrique possédant une 
symétrie d’ordre 24. 
 
(D’après Schraidt et Marlovits , 2011) 
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composées de plusieurs domaines N-terminaux généralement solubles appelés les « N-
domains » ainsi qu’un domaine très conservé, membranaire, le « secretin-domain », 
(Korotkov et al., 2011). Il existe des sécrétines dans de nombreux systèmes de sécrétion tels 
que les systèmes de sécrétions de type II, de type III, les pili de type IVa et IVb, ainsi que les 
bactériophages  f1 (Figure 34). 
 
 
 
Les sécrétines forment dans la membrane externe des oligomères très stables, 
résistants pour la plupart au SDS. Différentes études ont reporté pour ces oligomères, un ordre 
de symétrie oscillant entre 12 et 15 (Figure 35) créant ainsi un canal suffisamment large pour 
permettre la sécrétion de protéines partiellement dépliées, (Chami et al., 2005 ; Hodgkinson et 
al., 2009 ; Schraidt et Marlovits., 2011). 
 
 
 
 
 
 
Figure 34: 
Représentation schématique des sécrétines les plus étudiées par groupe de sécrétion. 
 
Chaque sécrétine possède un domaine N0 (en violet) en N-terminal qui peut être dupliqué plusieurs fois. Le 
domaine N3 possède souvent une boucle supplémentaire (en vert). Le domaine conservé « secretin » est représenté 
en bleu avec en C-terminal un domaine « S » qui est le domaine d’interaction avec une lipoprotéine nécessaire à la 
fonctionnalité de la sécrétine. 
Dans certains cas comme HxcQ du T2SS et TcpQ/TcpC du pili de type IVb, la sécrétine possède un site de 
lipidation interne qui la rend indépendante d’une lipoprotéine accessoire (en jaune). 
Certains domaines de la sécrétine PilQ du T4bSS ne sont pas encore décrits (en blanc). 
 
Figure 35: Modélisation de la structure 
formée par le 15-mères de sécrétine 
InvG chez Salmonella. 
 
La microscopie électronique a révélé une 
organisation en anneau composé de 15 
monomères de sécrétine. Ici, seul les 
domaines N0-N1 sont représentés. 
 
(D’après Schraidt et Marlovits , 2011) 
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 Actuellement, il n’existe que trois structures cristallographiques de domaines de 
sécrétine ; il s’agit des domaines solubles « N » de GspD, EscC et DotD appartenant 
respectivement aux systèmes de sécrétion de type II et III  de E. coli, et au système de 
sécrétion de type IVb de Legionella pneumophila (Spreter et al., 2009 ; Korotkov et al., 
2009 ; Nakano et al., 2010). Comme on peut le voir dans la figure 36, les domaines « N » sont 
très similaires avec une architecture !%!!%!!, retrouvée chez différentes protéines du T3SS 
impliquées dans la formation d’oligomères (Spreter et al., 2009). 
 
 
 
L’analyse de l’agencement des domaines entre eux montre de grandes différences. En 
effet, la superposition des domaines N1 de EscC avec GspD rend compte d’un angle de plus 
de 143 degrés entre les domaines N0 (Figure 36). Bien que ceci puisse être dû à la contrainte 
imposée par l’empilement cristallin, les auteurs proposent plutôt que cette flexibilité soit une 
caractéristique des sécrétines dont la flexibilité est essentielle au fonctionnement du système 
de sécrétion de type III (Marlovits et al., 2006). De nombreux défis restent à relever 
concernant l’étude des sécrétines. L’un d’entre eux est évidemment la résolution de la 
structure d’une sécrétine complète avec le domaine membranaire mais il est aussi important 
de comprendre les mécanismes moléculaires d’oligomérisation et d’adressage à la membrane 
externe. En effet, la plupart des sécrétines ne peuvent pas s’insérer dans la membrane externe 
sans l’aide de lipoprotéines spécifiques appelées « pilotines » (Guilvout et al., 2006). Le rôle 
des pilotines est essentiel dans la biogenèse de nombreux systèmes de sécrétion. C’est 
Figure 36: 
Structures des domaines solubles des 
sécrétines  
 
GspD (E.coli ; 3EZJ)  
EscC (E.coli ; 3GR5)  
DotD (L. pneumophila ; 3ADY) 
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notamment le cas pour les systèmes de sécrétion de type III. Au sein des sécrétines, la région 
la moins conservée parmi les différents homologues est très souvent la région responsable de 
l’interaction pilotine-sécrétine. Cette question m’a beaucoup intéressé lors du déroulement de 
ma thèse (voir ci-dessous). 
 
II.4.1.3 Les pilotines 
Les pilotines sont des petites lipoprotéines dont la séquence est très peu conservée au 
sein des différents organismes et des différents systèmes. Cependant, les pilotines possèdent 
toutes certaines caractéristiques communes. Ce sont des protéines de faible poids moléculaire 
(- 15 kDa), avec un point isoélectrique (pI) élevé (> 9),  un peptide signal en N-terminal avec 
un motif de lipidation classique LXGC pour lequel la lipidation se fait sur la cystéine. Bien 
que dans certains systèmes les sécrétines puissent atteindre la membrane externe sans l’aide 
de protéines accessoires (Viarre et al., 2009), la majorité des sécrétines du système de 
sécrétion de type III nécessite une pilotine pour être fonctionnelles. En effet, il a été démontré 
qu’une pilotine était essentielle à la biogenèse du T3SS chez Shigella flexneri (Schuch et 
Maurelli, 1999 ; Schuch et Maurelli, 2001), de Salmonella enterica (Crago et Koronakis, 
1998) et de Yersinia enterocolitica (Burghout et al., 2004). Les études réalisées sur ces 
pilotines parviennent toutes à la même conclusion qui est que les pilotines aident la sécrétine 
à passer de la membrane interne à la membrane externe et à y oligomériser. La délétion de la 
pilotine YscW de Yersinia enterocolitica induit notamment une réduction du nombre 
d’oligomères de la sécrétine YscC (Burghout et al., 2004) (Figure 37). 
 
 
 
Figure 37: Analyse de la formation d’oligomères de YscC.  
 
(1) : Contrôle 
(2) : YscC seule 
(3) : YscC + YscW 
Les oligomères sont résistants au SDS. 
 
(Burghout et al., 2004) 
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La formation d’oligomères stables dans la membrane externe est une nécessité essentielle à la 
fonctionnalité des sécrétines. De ce fait, de nombreuses études, notamment structurales ont 
été menées sur ces protéines. Les pilotines ne sont pas une famille de protéines 
structuralement conservée (Figure 38), (Golovanov et al., 2006 ; Okon et al., 2008 ; Lario et 
al., 2005 ; Trindade et al., 2008 ; Koo et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chez P. aeruginosa, au sein du système de sécrétion de type III, un homologue de la 
pilotine de Yersina spp. YscW a été identifié par alignement de séquence. Les deux protéines 
partagent plus de 60% de similarité de séquence. Cette protéine est ExsB et est d’autant plus 
intéressante qu’elle est codée par un opéron de régulation. L’identité de séquence partagée 
entre YscW et ExsB laisse penser que ExsB jouerait le rôle de pilotine pour le T3SS de P. 
aeruginosa (Allaoui et al., 1995 ; Goranson et al., 1997). L’étude structurale de cette protéine, 
permettrait non seulement de mieux comprendre la biogenèse du système de sécrétion de type 
Figure 38: Structures des pilotines connues à ce jour. 
 
A) MxiM (rouge) du  T3SS de Shigella flexneri, (1Y9L).  
B) PilP (jaune) des pili de type IV chez Neisseria meningiditis (2IVW).  
C-D) PilF (bleu) et PilW (violet) des pili de type IV chez Neisseria 
meningitidis et P. aeruginosa respectivement. (2VQ2; 2HO1). 
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III chez P. aeruginosa mais, étant conservée chez tous les organismes de la famille Ysc, 
permettrait aussi de lever l’ambiguité sur la structure des pilotines de toute cette famille 
d’injectisomes. Il a été proposé que MxiM de S. flexneri, la seule pilotine du T3SS dont la 
structure est connue à ce jour, pouvait partager ses caractéristiques structurales avec toutes les 
pilotines présentes au sein des 7 familles d’ injectisomes (Lario et al., 2005). Une fois encore, 
la structure de ExsB permettrait de valider ou d’infirmer cette hypothèse. 
 
II.4.2 L’aiguille de sécrétion 
 
Chez Pseudomonas aeruginosa l’aiguille de sécrétion est formée par 
l’autopolymérisation d’une unique protéine de 9 kDa, PscF. Comme on peut le voir sur la 
figure 39, l’aiguille mesure environ 50 nm de longueur pour un diamètre interne de 25 Å 
(Pastor et al., 2005). 
 
 
 
Ce faible diamètre interne nécessite que les protéines soient dans un état semi-dépliées pour 
pouvoir transiter à travers l’aiguille. Ceci est assuré par les chaperonnes qui maintiennent 
leurs substrats dans un état compétant pour la sécrétion (Stebbins et Galan, 2001).  
Au sein du cytoplasme bactérien, PscF est en complexe avec deux protéines chaperonnes, 
PscE et PscG qui stabilisent la forme monomérique (Quinaud et al., 2005). La structure du 
complexe heterotrimérique (PscE : PscF : PscG) a été résolu au laboratoire révélant le mode 
d’interaction de PscF avec ses deux chaperonnes (Quinaud et al., 2007). Ce complexe est 
détaillée dans la section dédiée aux chaperonnes de ce manuscrit. 
 
Figure 39: Aiguilles 
purifiées du T3SS de P. 
aeruginosa observées par 
microscopie électronique à 
transmission 
 
(Pastor et al., 2005) 
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II.4.3 Le pore de translocation 
Le pore de translocation est la partie la plus distale du T3SS. Il permet le 
prolongement du canal formé par l’aiguille de sécrétion jusqu’au cytoplasme de la cellule 
hôte. Le pore est formé par l’oligomérisation de 3 protéines (Matteï et al., 2010) dont un 
translocateur hydrophile (PcrV), un translocateur hydrophobe majeur avec deux domaines 
transmembranaires (PopB) et un mineur avec un seul domaine transmembranaire prédit 
(PopD) (Goure et al., 2004). 
Le translocateur hydrophile PcrV, aussi nommé  « antigène V » de part sa capacité à 
induire la production d’anticorps protecteurs contre P. aeruginosa en modèles animaux 
(Frank et al., 2002) est localisé au sommet de l’aiguille. La structure alors formée sert de 
« plateforme d’assemblage » aux deux translocateurs hydrophobes et est essentielle à la 
toxicité du T3SS (Cornelis, 2006 ; Goure et al., 2004).  
 Les translocateurs hydrophobes PopB et PopD oligomérisent pour former des pores 
dans les membranes eucaryotes dont les caractéristiques structurales sont encore peu connues. 
La stoechiométrie exacte du pore ainsi que l’agencement des deux translocateurs entre eux 
sont encore peu compris mais les études de microscopie électronique sur des particules isolées 
ont permis de mettre en évidence un diamètre interne et externe de 2.5 nm et 8 nm 
respectivement (Schoehn et al., 2003). De nombreuses études structurales sont menées sur les 
translocateurs, mais étant partiellement non structurés, ces protéines restent un défi pour les 
structuralistes. Une revue sur le pore de translocation, pour laquelle je suis co-auteur est 
disponible à la fin de ce manuscrit (Matteï et al. 2010). 
 
II.4.4 Régulation de la sécrétion 
Depuis plusieurs années, de nombreux groupes essayent de comprendre la régulation 
de la sécrétion du T3SS. La question fondamentale est : « Quels sont les mécanismes qui 
régissent la sécrétion ordonnée des substrats par le système ? » Deux mécanismes, sans doute 
complémentaires, semblent régir cette hiérarchie. 
II.4.4.1 La protéine « switch » 
Une famille de protéines semble jouer un rôle primordial dans l’organisation 
temporelle de la sécrétion. Il s’agit de la famille des homologues de PscU (YscU, SpaS, EscU 
et Spa40 chez Yersinia, Shigella, E. coli et Salmonella spp., respectivement). Les protéines de 
cette famille sont loacalisées à la base du système et interagissent avec les substrats devant 
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être sécrétés. Plusieurs groupes ont montré que ces protéines subissent une protéolyse 
spontanée au niveau de leur domaine C-terminal (Lavander et al., 2002 ; Zarivach et al., 
2008) et il semblerait que cette modification implique un changement de structure suffisant 
pour modifier la sécrétion des substrats. Les analyses de mutations du motif impliqué (NPTH) 
démontrent qu’un mutant non fonctionnel pour la protéolyse ne permet pas la sécrétion de 
l’ensemble des effecteurs. En effet, concernant EscU/SpaS, le système est incapable de 
sécréter les protéines formant l’aiguille (Zarivach et al., 2008) alors que des mutations 
équivalentes dans YscU (chez Yersinia spp.) permettent la sécrétion des protéines de l’aiguille 
mais pas des translocateurs (Sorg et al., 2007). Cela suggère qu’un signal induise la 
protéolyse de YscU, permettant ainsi au système de passer à la sécrétion d’un autre type de 
substrat. 
 
II.4.4.2 La plateforme de tri 
 
Très récemment, le groupe de Jorge Galán a prouvé l’existence d’une « plateforme de 
tri » capable de contrôler séquentiellement la sécrétion des différentes protéines du système 
(Lara-tejero et al., 2011). Cette plateforme formée par SpaO-OrgA-OrgB chez Salmonella 
enterica (homologues de PscQ-PscK-PscL chez P. aeruginosa) est en effet capable de 
déterminer le type de protéines à sécréter en fonction de « l’état » d’assemblage du système. 
Ainsi, lorsque l’aiguille de sécrétion est formée, le système est à l’arrêt. Les trois 
translocateurs sont alors prêts à être sécrétés et sont chargés sur la plateforme de tri, attendant 
le signal d’adhésion à une cellule-cible pour être sécrétés. Les expériences menées sur ce 
système ont mis en évidence, que la délétion des translocateurs mimait un système 
fonctionnel (où ceux-là ne sont plus en attente de sécrétion mais déjà en place). L’étude de la 
composition de la plateforme de tri dans ces conditions démontre la mise en place des toxines 
au sein de la plateforme en vue de leur sécrétion. La plateforme de tri est donc responsable de 
l’ordre de sécrétion des différentes protéines du T3SS. Les mêmes auteurs montrent que 
l’ATPase InvC du T3SS de S. enterica fait partie de la plateforme de tri, jouant certainement 
un rôle important dans la dissociation du complexe chaperonne-cargo et transfert du cargo sur 
la plateforme. 
 
Couplées l’une à l’autre, ces deux techniques développées pour « hiérarchiser » la sécrétion 
des substrats permet à la bactérie une biogenèse et un fonctionnement optimal du Système de 
Sécrétion de Type III. 
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II.4.5 Les toxines du système de sécrétion de type III chez P. aeruginosa 
P. aeruginosa ne secrète que quatre toxines via l’injectisome : ExoS, ExoT, ExoU et 
ExoY, contrairement à Yersinia spp., Salmonella spp. et Shigella spp. qui peuvent 
respectivement sécréter six, treize et vingt-cinq toxines différentes (Hauser 2009). Il est 
cependant intéressant de noter que bien que les gènes codants pour la biogénèse du système 
(comme l’ATPase par exemple) soient conservés chez toutes les souches de P. aeruginosa, 
les gènes codant pour les toxines ne sont pas présents de façon identique. En effet, le gène 
exoT est présent dans près de 100% des souches puis vient exoY (90%), exoS (72%) et pour 
finir exoU (28%). Pour une raison encore non comprise, il n’existe pratiquement aucune 
souche exprimant à la fois ExoU et ExoS (Feltman et al., 2001 ; Hauser 2009). ExoS, ExoT, 
ExoU et ExoY possèdent différentes fonctions qui sont résumées dans la figure suivante 
(Figure 40) : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ExoU possède une activité phospholipase de type A2 à large spectre. Elle présente des 
homologies de séquence avec la patatine, une phospholipase de plante et possède un site 
catalytique indépendant du calcium comme certaines phospholipases de mammifères 
Figure 40: Effet des différentes 
toxines sur les cellules eucaryotes. 
 
Les quatre toxines ExoS, ExoT, ExoU 
et ExoY ciblent différents types 
cellulaires et possèdent des fonctions 
précises. 
(Engel et Balachandran, 2009) 
 
GAP : GTPase Activating Protein 
ADP-RT : ADP-Ribosyl Transferase 
P-lipase : Phospholipase 
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(Sitkiewicz et al., 2006). Pour être fonctionnelle, ExoU nécessite un cofacteur, la Super Oxide 
Dismutase I (SOD-I) mais l’activité de cette enzyme n’est pas nécessaire à celle d’ExoU (Sato 
et al., 2006). De plus, il a été reporté qu’ExoU était ubiquitinilée à son entrée dans la cellule 
eucaryote. Cependant, cette modification post traductionnelle n’affecte pas la dégradation de 
l’enzyme et sa signification biologique est encore incertaine; ExoU est doublement 
ubiquitinilée sur la lysine en position 178 (Stirling et al., 2006). Contrairement aux autres 
toxines, ExoU entraine une mort rapide (1 à 2 heures) des macrophages et des cellules des 
épithélia, permettant ainsi à la bactérie de survivre dans l’hôte et même de s’y disséminer 
(Hauser, 2009). 
 
ExoS et ExoT sont deux enzymes très proches génétiquement (76% d’identité de 
séquence) et possèdent les même fonctions. Ce sont des enzymes bi fonctionnelles possédant 
une activité GAP (GTPase Activating Protein) et une activité ADPRT (ADP-Ribosyl 
Transférase). De part ces deux activités, ExoS et ExoT sont impliquées dans de nombreux 
disfonctionnements cellulaires allant de la dépolymérisation du cytosquelette d’actine jusqu’à 
l’apoptose. Certaines petites GTPases comme Rho, Rac et CDC42 sont impliquées dans le 
maintien du cytosquelette d’actine et leur activation médiée par le domaine GAP d’ExoS/T 
implique la dépolymérisation du cytosquelette d’actine (Pederson et al. 1999). Cette fonction 
est très importante car privées de cytosquelette, les macrophages ne peuvent plus phagocyter 
les bactéries et les cellules épithéliales s’arrondissent, créant ainsi des portes d’entrée vers les 
tissus profonds (Engel et Balachandran, 2009). De même que le domaine GAP, le domaine 
ADPRT de ExoS/ExoT est impliqué dans le disfonctionnement de la synthèse d’ADN 
(Fraylick et al., 2001), du traffic vésiculaire et de l’endocytose (Hauser, 2009) conduisant à 
l’apoptose des cellules. Il est ici nécessaire de noter que le domaine ADPRT de ces deux 
toxines nécessite une activation par les protéines eucaryotes 14.3.3 (Ottmann et al., 2007). 
 
La description des toxines ExoS/ExoT et ExoU met en avant un caractère commun. D’une 
part, chacune de ces trois toxines est produite dans la bactérie en complexe avec une 
chaperonne qui la séquestre et la garde dans un état compétant pour la sécrétion, et d’autre 
part, les toxines ne sont complètement actives qu’en présence d’un cofacteur eucaryote 
(SOD1 pour ExoU et les protéines 14.3.3 pour ExoS/T). Il est donc tentant d’émettre 
l’hypothèse que cette dépendance est un moyen supplémentaire développé par P. aeruginosa 
pour se protéger de ces propres toxines. 
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La toxine ExoY est un peu différente des trois autres car elle ne possède aucune 
chaperonne spécifique identifiée à ce jour pour inhiber son activité au sein de la bactérie. 
Cependant, comme ExoS, ExoT et ExoU, elle possède un cofacteur eucaryote dont la nature 
n’a pas été déterminée (Hauser, 2009). ExoY est une adénylate cyclase et son activité entraine 
donc l’augmentation d’AMP cyclique au sein de la cellule cible. Cela induit principalement la 
dépolymérisation du cytosquelette d’actine (Cowell et al., 2005). 
Comme on peut le voir, avec seulement quatre toxines, P. aeruginosa est capable d’inhiber 
les fonctions de phagocytose des cellules de l’immunité et même d’induire leur lyse, mais 
aussi de dégrader les épithélia pour atteindre les tissus profonds et se disséminer dans 
l’organisme. 
Au sein du cytoplasme bactérien, comme mentionné précédemment, les effecteurs du T3SS 
sont en complexe avec des chaperonnes spécifiques. Le paragraphe suivant a pour but de 
décrire ces protéines essentielles. 
 
II.4.6 Les chaperonnes du T3SS 
Les chaperonnes du T3SS sont de petites protéines acides jouant un rôle clé pour la 
biogénèse et la fonctionnalité du système. Leur fonction est primordiale, d’une part pour 
empêcher les toxines d’exercer leurs fonctions au sein de la bactérie et d’autre part pour 
garder les protéines dans un état compétent pour la sécrétion. Selon le type de substrat 
qu’elles reconnaissent les chaperonnes ont été groupées en 3 classes (Cornelis, 2006 ; Parsot 
et al., 2003). Les chaperonnes de classe IA et IB reconnaissent respectivement une ou 
plusieurs toxines, les chaperonnes de classe II reconnaissent les translocateurs (par exemple, 
PcrH de Pseudomonas aeruginosa reconnaît à la fois PopB et PopD) (Job et al., 2010), enfin 
les chaperonnes de classe III reconnaissent spécifiquement la protéine formant l’aiguille de 
sécrétion (Quinaud et al. 2007). 
Les chaperonnes de classe I possèdent toutes une structure dimèrique en forme de coeur avec 
une hélice de dimérisation à l’interface. Les toxines s’enroulent autour de ce cœur sous forme 
partiellement dépliée. 
Les chaperonnes de classe II et III, comme PcrH (Job et al., 2010) ou PscE:PscG (Quinaud et 
al., 2007), bien qu’interagissant avec des protéines ayant des fonctions totalement différentes,  
possèdent une structure très similaire (Figure 41). En effet, le repliement qu’elles adoptent est 
appelé TPR (pour Tetratrico-Peptide-Repeat) et forme une structure en « paume de main » 
créant une cavité dans laquelle la protéine substrat se lie (Figures 41 et 43). 
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Figure 41: Galerie de chaperonnes du système de sécrétion de type III  
 
Les chaperonnes de classe I partagent toutes le même repliement en forme de cœur alors que les 
chaperonnes de classe 2 et 3 possèdent un repliement de type TPR. 
Codes PDB : SycT (2BSJ), SycE (1JYA), SicP (1JYO), SycH (1TTW), SigE (1K3S), SrcA 
(3EPU), AvrPphF (1S28), ExsC (3KXY), Spa15 (1RY9), InvB (2FM8), PcrH (2XCB), IpgC 
(4GZ2), SycD (2VGX), PscE-PscG (2UWJ) et YscE-YscG (2P58). (Izoré et al., 2011) 
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Il semblerait que le rôle joué par ces protéines ne soit pas limité au rôle de chaperonne au sens 
strict du terme. En effet, il a été montré qu’elles sont capables de réguler l’ordre de sécrétion 
des effecteurs (Birtalan et al., 2002) et qu’elles sont essentielles pour diriger leurs « cargos » 
jusqu’au niveau de l’appareil de sécrétion où elles interagissent avec l’ATPase et plus 
généralement avec la plateforme de tri (Lara-tejero et al., 2011). Bien que ces chaperonnes 
possèdent une structure très similaire, encore aucune séquence consensus ou structure 
particulière n’a été identifié permettant d’expliquer l’interaction avec le complexe ATPase ou 
la plateforme de tri. 
 
II.4.6.1 Mode de liaison des effecteurs (toxines, aiguilles, translocateurs). 
Au cours des dernières années, un effort particulier à été fourni par les chercheurs en 
biologie structurale et de nombreuses structures de chaperonnes en complexe avec leurs 
effecteurs ont été résolues. L’étude de ces complexes met en évidence trois modes de liaison 
différents, un pour chaque classe de chaperonnes.  
Chaperonnes de classe IA et IB : 
Le groupe d’Erec Stebbins a découvert en 2006 que de très nombreuses toxines de différents 
pathogènes (Yersinia spp., Salmonella spp, Shigella spp., E. coli et Pseudomonas spp.) 
possèdent un motif de petite taille particulièrement conservé. Ce motif représente un brin béta 
capable d’interagir de façon antiparallèle avec le premier brin béta (!1) de la chaperonne 
(Figure 42). Les expériences de mutations sur ce motif ont conduit à la dissociation du 
complexe étudié (Lilic et al., 2006) prouvant ainsi son importance. 
 
 
 
 
Figure 42: Structure du complexe InvB-SipA 
de Salmonella enterica 
 
InvB forme un dimère (orange et bleu) et possède 
une cavité pouvant accommoder le « motif béta »  
(vert) de la toxine Sip (Lilic et al., 2006). Par 
souci de clarté, le domaine principal de SipA a été 
supprimé. 
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Chaperonnes de classe II et de classe III: 
Les chaperonnes de classe II et de classe III, sont traitées ici dans le même paragraphe car 
leurs structures sont similaires. Cependant, le mode d’interaction qu’elles utilisent pour lier 
leurs substrats respectifs (les translocateurs pour la classe II et les protéines formant l’aiguille 
pour la class III) est différent. En effet, au sein du Groupe de Pathogénie Bactérienne de 
l’IBS, les structures de PcrH, chaperonne de classe II, en complexe avec un peptide du 
translocateur mineur PopD (Job et al., 2010) ainsi que PscE :PscG, chaperonnes de classe III, 
en complexe avec PscF (Quinaud et al., 2007), ont été résolues. Comme mentionné plus haut, 
PcrH ainsi que PscE :PscG possède un repliement TPR, structure formant une cavité dans 
laquelle le partenaire peut venir se lier. Cependant, les chaperonnes de classe II lient leurs 
substrats sous forme « dépliée » (Figure 43,A) alors que les substrats des chaperonnes de 
classe III possèdent une hélice amphipatique en C-terminal capable de se lier à la face 
concave du TPR. Dans ce dernier cas, PscG est la chaperonne principale, celle qui interagit 
avec PscF ; PscE pourrait donc servir à la stabilisation de PscG (Quinaud et al., 2007). 
(Figure 43, B). 
 
 
Figure 43: Structure des complexes 
PcrH : PopD et PscE : PscG : PscF 
de Pseudomonas aeruginosa. 
 
A. PcrH (bleu) se replie selon un motif 
TPR, formant une cavité au sein de 
laquelle le peptide de PopD (jaune) 
vient se fixer sous forme dépliée. 
 
B. Le complexe de chaperonne PscE : 
PscG (marron et bleu clair, 
respectivement) forme aussi une 
structure en TPR, que PscF reconnait 
via une hélice amphipatique. 
 
(Job et al., 2010 ; Quinaud et al., 
2007) 
P. aeruginosa  Introduction  
 
108 
Des structures similaires ont été résolues pour Aeromonas salmonicida et Yersinia spp. 
(Chatterjee et al. 2011 ; Sun et al., 2008 ; Lunelli et al., 2009) confirmant ces modes de 
liaison. Etant conservées au sein des différentes familles de Système de Sécrétion de Type III, 
les interactions chaperonne-effecteur pourraient rapidement devenir des cibles privilégiées 
pour le développement de molécules inhibitrices (Izoré et al., 2011). Un des rôles clé de ces 
chaperonnes et de « diriger » leurs substrats jusqu’à l’ATPase du T3SS, lieu où le complexe 
chaperonne-substrat sera dissocié. 
II.4.7 L’ATPase du système de sécrétion de type III 
L’ATPase joue un rôle clé dans la biogenèse et l’activité du système puisqu’elle 
fournit l’énergie nécessaire à l’assemblage de l’injectisome et à la sécrétion des toxines. 
Comme mentionné précédemment, elle est impliquée dans la dissociation des protéines 
structurales et des toxines de leur chaperonnes respectives (Akeda et Galan, 2005). L’ATPase 
est localisée à la base du système sous forme oligomérique (Pozidis et al., 2003). La 
stoechiométrie de l’ATPase in vivo n’est pas bien connue et semble diverger d’un organisme à 
l’autre. En effet, il est admis que l’ATPase hexamérise mais certaines évidences tendent à 
prouver que deux hexamères pourraient s’associer formant ainsi un dodécamère (Muller et al., 
2006). Il est ainsi proposé qu’un modèle hexamérique ne stimulerait que modérément 
l’hydrolyse de l’ATP, contrairement à un modèle dodécamèrique qui serait bien plus actif 
(Akeda et Galan, 2004 ; Pozidis et al., 2003). Le modèle dodécamérique est supporté par des 
clichés de cryomicroscopie électronique de l‘ATPase HrcN de P. syringae acquis à une 
résolution de 16 Å et pouvant être expliqués par l’association face-à-face de deux hexamères 
(Figure 44) 
 
 
 
Figure 44.  
HrcN s’assemble en dodécamère. 
 
A) Cliché de cryomicroscopie 
électronique de HrcN12. 
B) Modélisation du dodécamère par 
assemblage de 2 hexamères. 
 
(D’après Muller et al., 2006) 
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II.4.7.1 Structure de L’ATPase EscN chez E. coli  
La structure d’une forme tronquée de EscN a été résolue à 1,8 Å en 2007 par le groupe 
de N. Strynadka et montre de grandes similarités structurales avec la partie F1 des ATP 
synthases de type F0-F1 (Zarivach et al., 2007). La construction utilisée pour les essais de 
cristallisation est une construction où les 102 premiers résidus de la protéine ont été 
supprimés. En effet, il a été montré pour InvC de S. enterica que la partie N-terminale formait 
un domaine d’association aux membranes et d’oligomérisation de l’ATPase (Akeda et Galan, 
2004). Dans le but d’obtenir un échantillon soluble et homogène, les auteurs ont donc 
supprimé cette partie et ont modifié un acide aminé (V393P) pour obtenir une forme plus 
stable et augmenter la résolution de leur jeu de données . Ce résidu est aussi impliqué dans la 
liaison aux chaperonnes. 
La structure révèle deux domaines fonctionnels : Un domaine catalytique et un 
domaine de liaison aux chaperonnes (Figure 45). 
 
 
 
Le domaine catalytique est un domaine de type « Rossmann fold » composé de 9 brins 
! parallèles entourés de 7 hélices %. Le site actif, déterminé par trempage des cristaux de 
EscN dans une solution d’ATP non hydrolysable (AMP-PNP), se situe au sein du motif de 
type Walker A, aussi appelé « P-Loop », au niveau des résidus 179 à 185. Ce motif très 
connu, mis en évidence dès 1982, est spécifique des protéines liant les nucléotides et 
notamment l’ATP et le GTP (Walker et al., 1982). 
Le deuxième domaine, celui de fixation aux chaperonnes est constitué de 5 hélices %. 
Comparé à la structure de la sous-unité %/ ! de la partie F1 des F0-F1 ATPase, ce domaine 
Figure 45 : 
Structure de l’ATPase EscN 
du T3SS de E. coli.  
 
Les deux domaines formant la 
protéine sont représentés. En 
haut le domaine de liaison aux 
chaperonnes, en bas, le domaine 
« Rossmann fold » abritant le 
site catalytique.  
(Zarivach et al., 2007). 
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n’est que peu conservé, ne partageant que 3 hélices en commun. Les auteurs proposent que 
cette région variable soit le site d’interaction de l’ATPase avec les chaperonnes du système de 
sécrétion de type III (Figure 46).  
 
 
En se basant sur les mécanismes de changement de conformation subit par les 
ATPases F1, les auteurs proposent que l’hydrolyse de l’ATP au sein du domaine Rossmann 
fold puisse induire un changement de conformation au niveau du domaine de liaison aux 
chaperonnes et ainsi dissocier ces dernières du cargo qu’elles portent menant à sa sécrétion. 
 
II.4.7.2 Une cible potentielle pour l’antibiothérapie 
L’ATPase du T3SS est une des protéines les mieux conservées. Ainsi EscN partage 
50% d’identité de séquence avec YscN (Yersinia ssp.), PscN (P. aeruginosa), et 45% avec 
InvC (Salmonella spp.) De plus, l’étude par rayons X de la structure de FliI, l’ATPase du 
système flagellaire montre que le flagelle et le T3SS possèdent une ATPase structuralement 
conservée (Imada et al., 2007). De ce fait, l’ATPase est une cible potentielle pour 
l’antibiothérapie. En effet, l’inhibition de cette enzyme par des composés mimant par exemple 
l’ATP ou se liant au niveau du site d’interaction avec les chaperonnes, pourrait à terme 
permettre l’inhibition spécifique de la motilité (en ciblant FliI) et de la toxicité de très 
nombreux pathogènes humains (en inhibant ainsi la biogénèse du T3SS). Récemment, il a été 
montré que de petites molécules pouvaient inhiber l’action de l’ATPase YscN de Yersinia 
pestis (Swietnicki et al., 2011), ouvrant la voie à une stratégie de développement 
d’antibiotiques. 
 
Figure 46: 
Modèle de l’hexamère de 
l’ATPase EscN du T3SS de E. coli.  
 
L’hexamère est en bleu, le dimère 
de chaperonnes en rouge et 
l’effecteur en vert. La mutation 
ponctuelle V393P est représentée 
avec une flèche jaune.  
(Zarivach et al., 2007). 
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II.4.7.3 Un partenaire pour l’ATPase : YscL ; PscL … 
L’ATPase du T3SS a souvent été mise en évidence en complexe avec de nombreuses 
protéines partenaires. En 2006, Blaylock décrit les protéines de la famille de YscL comme 
étant des inhibiteurs de l’ATPase du T3SS, caractéristique partagée par son homologue 
flagellaire FliH (Minamino et Macnab, 2000 ; Blaylock et al., 2006). YscL forme un hétéro-
trimère avec l’ATPase YscN et inhibe son activité « basale ». Aussi, les auteurs proposent que 
l’activité de l’ATPase in vivo soit stimulée de manière importante par les phospholipides de la 
membrane interne avec laquelle elle s’associe. De ce fait, l’ATPase n’est pas active dans le 
cytoplasme où elle est inhibée par YscL mais cette inhibition « faible » est balancée par une 
forte activité au niveau membranaire. 
Récemment, il a été montré que la plateforme de tri, discutée plus haut, possède un 
homologue de YscL (Lara-tejero et al., 2011). Il semblerait donc, que le rôle de YscL serait 
de diriger l’ATPase vers cette plateforme de tri et l’y ancrer via l’interaction YscL/YscN 
(Minamino et al., 2009). 
Il n’existe pour le moment aucune étude structurale sur les protéines de cette famille, mais 
l’analyse de la séquence de FliH et de YscL révèle des similarités intéressantes avec des 
protéines connues (Trost et Moore, 2009) (Figure 47). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
Figure 47: 
A) Comparaison des structures de YscL du T3SS Yersinia 
pestis et de FliH du flagelle. 
 
En jaune : une séquence spécifique du système du flagelle 
qui ne présente aucune homologie au sein du T3SS 
En vert : Label I : séquence spécifique à YscL 
               Label II : séquence homologue à la sous-unité b de 
l’ATPase F1. 
En rouge : Séquence conservée entre les deux protéines mais 
sans homologues ou fonction connues. 
En orange : Séquence homologue à la sous-unité delta de 
l’ATPase F1. 
En doré : Séquence riche en glycines de fonction inconnue. 
 
B) Représentation schématique de l’ATP synthase F0-F1 
 
Les sous-unités b et ' delta forment le « stator » de l’ATP 
synthase. Les sous-unités %/ ! forment l’hexamère 
catalytique. Les autres sous-unités forment le rotor et la 
partie membranaire F0. 
(Wang et Oster, 1998) 
B 
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En effet, il est prédit que FliH et YscL possèdent des domaines homologues aux domaines 
formant le stator de l’ATPase F0-F1 (Pallen et al., 2006), (Figure 47). Ces sous-unités sont 
essentielles au fonctionnement de cette dernière, empêchant l’hexamère de tourner en même 
temps que le rotor (sous-unité & et ") d’où son nom. 
 
III Objectif des travaux 
Le système de sécrétion de type III est, sans nul doute, un des facteurs de virulence des 
plus importants pour P. aeruginosa. Privé de ce système, la bactérie possède une cytotoxicité 
fortement réduite. A ce titre, l’association française Vaincre La Mucoviscide finance de 
nombreux projets de recherche sur le T3SS, dont celui présenté dans ce manuscrit,  dans le 
but de mieux comprendre son fonctionnement et ainsi, à terme, développer de nouvelles 
molécules à visée thérapeutique. L’objectif principal de cette partie de thèse est la 
caractérisation structurale et fonctionnelle de  PscN, l’ATPase du T3SS, sous sa forme entière 
non clivée. En effet, comme expliqué précédemment, les études structurales menées sur 
l’homologue EscN chez E.coli ont été réalisé sur une version tronquée (#102) permettant 
d’obtenir une protéine monomérique soluble. Seule une modélisation d’hexamère à partir de 
la structure du monomère est actuellement disponible. L’objectif de cette thèse était donc la 
résolution de la structure de l’ATPase sous sa forme entière hexamèrique ainsi que la 
compréhension de sa fonction au niveau de la plateforme de tri. A mon arrivée sur ce projet, 
aucune expérience n’avait été réalisée sur l’ATPase. Au cours de ces trois années de thèse, 
j’ai aussi travaillé sur une autre protéine du T3SS de P. aeruginosa : ExsB. ExsB est 
l’homologue de YscW : la pilotine du système de sécrétion de type III chez Yersinia spp. Il a 
été montré que YscW jouait un rôle très important dans la biogénèse du T3SS. Très peu de 
choses sont connues sur ExsB mais sa proximité génétique avec d’autres lipoprotéines du 
système Ysc rend son exploitation structurale et fonctionnelle très importante.  
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I Biologie moléculaire 
I.1 Clonage 
I.1.1 Clonage : PscN, PscL et ExsB de Pseudomonas aeruginosa 
 Le clonage des gènes codant pour les protéines PscN, PscL et ExsB a été réalisé au 
sein de notre équipe. L’ADN génomique de la souche « PAO1 » de P. aeruginosa a servi de 
matrice d’amplification au cours d’une réaction de PCR. La région codant pour la protéine 
PscN (1-440) a été amplifiée et clonée dans différents plasmides en vue d’obtenir la protéine 
la plus soluble possible (Figure 62) : 
 pGEX-4T (GE Healthcare) : fusion GST pour augmenter la solubilité 
 pETDuet : expression de deux protéines en vu de former un complexe. 
   
 
 
La séquence codante pour la protéine PscL (1-214) a été amplifiée et clonée dans un des sites 
de clonage vacant du pETDuet (Novagen).   Le gène codant pour ExsB (17-141) a été cloné 
dans un vecteur pMAL-p2x modifié par V. Job au sein de notre groupe permettant l’ajout 
d’une étiquette hexa-histidine entre le peptide signal d’export périplasmique et la MBP 
Figure 62 : cartes des vecteurs utilisés. 
 
Le pETDuet permet le clonage de deux protéines avec une étiquette hexahistidine en N-terminal de la 
protéine clonée dans le premier site multiple de clonage. 
Le pGEX permet le clonage d’une protéine en aval de la GST. 
(Merck-chemicals.com et Novagen.com) 
 
 
P. aeruginosa  Matériel et Méthodes  
 
116 
(Maltose Binding Protein) menant à la construction suivante (Figure 63). L’ajout de cette 
étiquette histidine permet d’augmenter le rendement de la purification. 
 
 
 
 
 
  Les vecteurs ainsi formés ont ensuite été utilisés pour transformer des souches 
d’expression Escherichia coli BL21(DE3) (Novagen) (pETDuet, pGEX-4T) ainsi que 
ROSETTA-II (Novagen) (pMAL-p2x modifié). 
 
I.1.2 Le plasmide pG-KJE6  
Le plasmide pG-KJE6 (Figure 64) est un plasmide permettant la surexpression de 
protéines impliquées dans le repliement des peptides en cours de synthèse. La co-
transformation de ce plasmide et d’un plasmide d’expression traditionnel (comme ceux cités 
plus haut) peut permettre de solubiliser les protéines produites en corps d’inclusion, 
insolubles ou agrégées (Nishihara et al. 1998).  
 
Figure 63: Construction utilisée pour l’expression de ExsB . 
 
Le plasmide pMal-p2x a subi une mutagenèse permettant l’ajout d’une séquence 6-His entre le signal 
peptide d’export périplasmique de la MPB et le reste de la protéine (V. Job). 
 
Figure 64: plasmide pG-KJE6 
 
Ce plasmide encode deux groupes 
de chaperonnes impliquées dans 
le repliement sous forme native de 
protéines. 
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II Biochimie 
II.1 Surexpression des protéines 
II.1.1 Surexpression de la protéine PscN et du complexe PscN / PscL 
 Le protocole suivant a été établi pour l’expression de PscN et du complexe PscN : 
PscL 
Une culture de cellules BL21-(DE3) en milieu LB (Luria-Bertani), supplémenté de ou des 
antibiotiques appropriés, est préparée en diluant une préculture à saturation au 1/20ème. La 
croissance des bactéries est faite à 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu’à ce que la culture 
atteigne une DO600nm=0,6 U.A. L’expression de la protéine est alors induite par ajout de 0,3 
mM d’IPTG (Euromedex) et 0,2% de glucose. Après 4 heures d’induction à 22°C, la culture 
est centrifugée à 4500 rpm pendant 30 minutes. Le culot bactérien est repris dans du tampon 
de lyse (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 8,5, 0,1% Triton X-100, 10% Glycerol) 
additionné d’antiprotéases (1 mM de PMSF, 1 µM de pepstatine, 1 µM de leupeptine et 0,2 
µM d’aprotinine) pour être soniqué et clarifié par centrifugation pendant 45 minutes à 18000 
rpm. 20 mM d’Imidazole sont ajoutés au tampon précédant dans le cas de l’expression de 
protéines en fusion avec une étiquette hexa-histidine. 
  
 Dans le cas de la co-transformation avec le pG-KJE6, l’induction des protéines 
chaperonnes est initiée à DO600nm=0,4 U.A. par 0,5 mg/ml de L-arabinose (Sigma-Aldrich) et 
10 ng/ml de tétracycline (Sigma-Aldrich). A DO600nm=0,6 U.A, alors qu’une petite quantité de 
chaperonnes et déjà disponible, l’expression de la protéine d’intérêt est initiée par addition 
d’IPTG (0,3 mM). 
 
II.1.2 Surexpression de la protéine PscL 
 La surexpression de PscL partage le même protocole que PscN. Cependant le 
détergent utilisé dans le tampon de lyse pour solubiliser la protéine est différent. En effet le 
tampon de lyse utilisé est : 20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 8,5, 1% CHAPS, 10% 
Glycerol, 20 mM Imidazole. 
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II.1.3 Surexpression de la protéine ExsB 
Une culture de cellules ROSETTA II en milieu LB supplémenté de 100 µg/mL 
d’ampicilline (Euromedex) et de 34 µg/ml de chloramphenicol (Euromedex), est préparée en 
diluant une préculture à saturation au 1/20ème. La croissance des bactéries est faite à 37°C 
sous agitation (200 rpm) jusqu’à ce que la culture atteigne une DO600nm=0,6 U.A. 
L’expression de la protéine est alors induite par ajout de 1mM d’IPTG (Euromedex). Après 3 
heures d’induction à 37°C, la culture est centrifugée à 4500 rpm pendant 30 minutes. Le culot 
bactérien est repris dans du tampon de lyse (20mM HEPES, 200mM NaCl, 1mM DDM, 20 
mM Imidazole, pH 7,5). Après ajout de 1 mM de PMSF, 1 µM de pepstatine, 1 µM de 
leupeptine et 0,2 µM d’aprotinine, les cellules sont lysées par sonication (2 minutes de 
sonication par pulses de 2 secondes espacés de 10 secondes). Le lysat bactérien obtenu est 
ensuite centrifugé à 18000 rpm pendant 45 minutes afin de séparer les protéines solubles du 
matériel insoluble. 
II.2 Purification des protéines d’intérêt 
II.2.1 Chromatographie d’affinité  
II.2.1.1 Etiquette hexa-histidine  
 Le surnageant, contenant les protéines solubles est incubé avec de la résine HisTrap ou 
déposé sur une colonne HisTrap (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le tampon de 
lyse. Après un lavage équivalant à 20 volumes de résine avec du tampon de lyse, les protéines 
sont éluées par un gradient en plusieurs paliers de 50, 150, 250 et 500 mM d’imidazole. Le 
contenu de chaque fraction d’élution est ensuite analysé sur gel SDS. 
II.2.1.2 Etiquette GST 
 Le principe est identique à celui utilisé pour l’étiquette hexa-histidine. Le surnageant 
contenant les protéines solubles est déposé sur colonne GSTrap (GE Healthcare) 
préalablement équilibrée avec du tampon de lyse. Après un lavage équivalant à 10 volumes de 
résine, les protéines sont éluées avec 20mM de L-gluthatione reduit (Sigma-Aldrich). 
 
II.2.2 Clivage des étiquettes 
 La protéine de fusion 6His-MBP-ExsB possède un site de reconnaissance à la 
thrombine (LVPGRS) situé entre la MBP et ExsB. 
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Les fractions contenant la protéine de fusion sont dialysées contre 20 mM HEPES, 200 mM 
NaCl, 20 mM Imidazole, pH 7,5 puis incubées 3 heures à température ambiante avec la 
thrombine (1 unité de thrombine par milligramme de protéine de fusion). L’activité de la 
protéase est ensuite inhibée par l’ajout de 1 mM PMSF.  Les protéines clivées sont séparées 
des protéines non clivées par une nouvelle étape de chromatographie d’affinité. 
  
II.2.3 Chromatographie d’exclusion de taille 
 Les fractions contenant la protéine d’intérêt sont déposées sur colonne d’exclusion de 
taille, préalablement équilibrée avec l’un des tampons suivants : 
 Pour PscN ou PscN : PscL : 20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 0,05% Triton X100, 
10% Glycerol, pH 8,5 
 Pour PscL : 20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 0,55% CHAPS, 10% Glycerol, pH 8,5 
Le contenu de chaque fraction d’élution est ensuite analysé sur gel SDS. 
Une colonne Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare) ou une colonne d’exclusion HiLoad 
16/60 Superdex 200 (GE Healthcare) est utilisée suivant le volume de solution protéique à 
injecter. 
 
II.2.4 Chromatographie échangeuse de cations 
 Les fractions contenant la protéine ExsB délétée de son étiquette 6xHis-MBP sont 
dialysées 2 heures contre le tampon 20 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,5 et chargées sur 
colonne MonoS (Hitrap SP XL; GE HealthCare) pré équilibrée avec 20 mM HEPES, 20 mM 
NaCl, pH 7,5 et 1mM DDM. Après un lavage équivalant à 20 volumes de colonne, l’élution 
de la protéine est réalisée avec 20 mM HEPES, 500 mM NaCl, pH 7,5 et 1mM DDM à un 
débit de 0,1 ml/min. Cette colonne a pour but d’augmenter la pureté de l’échantillon mais 
aussi de concentrer la protéine. 
 
II.3 Production des protéines séléniées  
Une préculture en milieu LB est menée à saturation. Après centrifugation 15 minutes à 
3500 rpm, le culot est lavé avec du milieu minimum M9 puis réutilisé pour ensemencer une 
deuxième préculture dans le milieu M9. Cette nouvelle préculture est ensuite diluée au 1/20ème 
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pour ensemencer la culture finale sous agitation à 37°C. Lorsque la culture atteint une 
DO600nm=0,4 U.A, les acides aminés sont ajoutés à la culture dans les proportions suivantes : 
Lysine, phénylalanine, thréonine = 100 mg/litre ; Isoleucine, leucine, valine = 50 mg/litre ;  
Séléno-méthionine = 60 mg/litre. Tous les acides aminés doivent avoir une conformation 
« lévogyre » et sont ajoutés en poudre directement dans l’erlenmeyer de culture. Lorsque la 
culture atteint DO600nm=0,6 U.A, l’expression de la protéine est induite par 1 mM d’IPTG 
pendant 12 heures à 30°C. 
La collecte des bactéries, la lyse ainsi que la purification des protéines séléniées sont 
similaires à celles des protéines natives. 
 
II.4 Pontage chimique 
La détermination de la stoechiométrie de PscL a été réalisée après dialyse de l’échantillon 
dans un tampon HEPES pH 7,5, 200 mM NaCl, 10% Glycerol et 0,55% CHAPS. La protéine 
a été incubée à température ambiante pendant 1 heure avec des concentrations croissantes 
d’acide subérique bis(3-sulfo-N-hydroxysuccinimide ester) (BS3, Sigma). Cette molécule a la 
propriété de ponter les amines libres des acides aminés (lysines) distants de 10 Å. La reaction 
est ensuite stoppée par ajout de 50mM Tris-HCl pH 8,0. 
 
III Cristallographie aux rayons X 
III.1 Cristallogenèse et collecte des données 
III.1.1 Cristallogenèse de ExsB 
Les expériences menées au HTXLab ont permis de mettre en évidence un nombre 
restreint de conditions pour la cristallisation de ExsB. La meilleure condition a été affinée au 
laboratoire. Des cristaux reproductibles ont été obtenus à 5mg/ml d’ExsB dans 0,1M TRIS-
HCl, 1,5M (NH4)SO4, 0-10% glycerol. 
 
III.1.2 Collecte des données de diffraction pour ExsB 
Un premier jeu de données natif a été collecté à l’ESRF sur la ligne de lumière ID14-
EH1. Dans un deuxième temps, un jeu de données sélénométhionylé a été collecté sur ID23-
EH1 au pic du sélénium à 0,9792 Å (12,661 keV). 
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La structure de ExsB a été résolue par SAD en utilisant le jeu de données collecté au 
pic du sélénium, grâce au programme PHENIX (Adams et al., 2010). Le modèle initial obtenu 
à 3,0 Å de résolution a été utilisé pour phaser un jeu de donnée natif à 1,8 Å en utilisant le 
programme PHASER. La maille est composée de trois molécules d’ExsB. Les facteurs R et 
Rfree sont respectivement 21,60 et 25,90 en fin d’affinement. 
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I PscN 
A l’heure actuelle, l’étude de l’ATPase du système de sécrétion de type III sous sa 
forme entière reste encore un défi pour les structuralistes. En effet, son caractère insoluble et 
hydrophobe rend sa purification sous forme native très difficile. Au laboratoire, nous avons 
essayé de contourner ces difficultés en testant l’expression et la solubilité de PscN (48 kDa) 
fusionnée à différentes étiquettes (GST et hexahistidine) ainsi qu’en présence ou absence de 
son partneraire PscL. 
 
I.1 Purification 
I.1.1 GST-PscN 
Un clone de PscN a été créé en fusion avec l’étiquette GST (Glutathione-S-
Transferase) en position N-terminale (Figure 48) via un plasmide pGEX-4T. Le choix de cette 
étiquette a été dicté par le fait que la GST est une protéine très soluble qui peut, dans certains 
cas, augmenter la solubilité de la protéine avec laquelle elle est fusionnée. Les souches 
d’expression, BL21 DE3-RIL et pLysS, ont été testées pour différentes conditions 
d’expression (différents temps et différentes températures). 
 
 
 
 
 
Le test de solubilité de la protéine de fusion a été réalisé suite à une induction à 1mM 
d’IPTG. Après différents temps, les cellules ont été lysées par sonication dans un tampon 
contenant 20 mM Tris-HCl pH 8,5 et 500 mM NaCl. 
Les résultats obtenus ne sont pas convaincants. En effet, comme on peut le voir sur le gel 
SDS-15% de la figure 49, l’expression de la protéine de fusion est très bonne (I = Induit) mais 
il n’est pas clairement possible d’observer une bande correspondant à GST-PscN dans les 
fractions solubles (S), et ce quelque soit la température et le temps d’induction. 
 
 
 
 
Figure 48: 
Schéma de la protéine de 
fusion GST-PscN 
28 + 48 = 76 kDa 
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Ce problème de solubilité étant connu pour les ATPases du système Ysc notamment (P. 
aeruginosa, Yersinia spp.), nous avons testé différents tampons de lyse. En effet, nous avons 
essayé de solubiliser PscN dans des tampons dont le pH était très éloigné du point 
isoélectrique de la protéine (technique du choc de pH), sans succès. Nous avons également 
testé l’effet des détergents sur la solubilité de l’ATPase mais bien qu’appartenant à des 
familles chimiques différentes, les détergents utilisés (!-Octyl-glucoside ; Triton X-100 ; 
CHAPS ; Dodécylmaltoside ; C12E8 ; LAPAO, LDAO) n’ont pas apporté de changement 
significatif. Nous avons donc recherché un autre moyen de solubiliser la protéine et nous 
avons pris connaissance du plasmide pG-KJE6 de chez Takara Bio qui pourrait aider à la 
solubilité de la protéine.  
 
I.1.2 GST-PscN + chaperonnes 
Ce plasmide comporte deux groupes de chaperonnes, (DnaK, DnaJ, GrpE et GroES, 
GroEL), impliquées séquentiellement dans le repliement des protéines et pourraient 
potentiellement aider à la stabilité de l’ATPase en favorisant le repliement correct de la 
protéine (Nishihara et al., 1998). Comme indiqué par le fournisseur, l’expression des 
chaperonnes du plasmide est induite légèrement plus tôt que la protéine d’intérêt dans le but 
de constituer un stock de chaperonnes au moment où l’expression de la protéine de fusion 
sera a son tour induite. 
Après la mise au point du protocole d’induction, un test comparatif de solubilité a été réalisé 
afin de valider l’effet des chaperonnes sur la solubilité de GST-PscN (Figure 50). 
 
Figure 49: 
Tests de solubilté de la 
protéine GST-PscN 
dans différentes 
souches d’expression 
avec différentes 
conditions d’induction 
(température et temps) 
 
Ni = Non induit 
I = Induit (1mM IPTG) 
S= Soluble 
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Le gel ci-dessus met en évidence que l’expression des chaperonnes permet à GST-PscN d’être 
beaucoup plus soluble (repérée sur le gel par *). Cependant, cette solubilité apparente n’est 
que peux satisfaisante puisque les chaperonnes du plasmide pG-KJE6 restent accrochées sur 
GST-PscN après purification. De très nombreux tests ont été effectués pour essayer de séparer 
ces protéines de la protéine d’intérêt (Gel filtration, [NaCl], détergents, urée) 
malheureusement sans succès. 
Ces expériences mettent en évidence la difficulté de travailler avec des protéines 
associées à la membrane qui possèdent des régions hydrophobes essentielles à l’interaction 
membrane-protéine et qui limitent leur solubilité. 
 
Le souhait de l’association qui finance nos travaux est de découvrir un moyen d’inhiber le 
fonctionnement du T3SS. Ne parvenant pas à obtenir des résultats concrets en travaillant sur 
l’ATPase, nous avons réorienté légèrement le sujet et nous sommes intéressés à PscL, le 
partenaire essentiel de PscN. 
 
II PscL 
II.1 Purification  
Au laboratoire, PscL (24 kDa) est cloné dans le premier site d’un plasmide pEt-Duet 
n’exprimant que cette protéine (Figure 51). Pour une raison inconnue, PscN dont le gène est 
cloné dans le deuxième site de ce même plasmide n’est pas du tout exprimé. 
Figure 50: Test comparatif de la 
solubilité de GST-PscN en 
absence (-) et en présence (+) 
des protéines chaperonnes. 
 
MW : poids moléculaire 
Ni : Non induit 
I : Induit 
S : Soluble. 
 
Les chaperonnes solubilisent 
GST-PscN (repérée avec une *). 
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La protéine PscL est exprimée en grande quantité via cette construction dans des cellules 
E.coli BL21 (DE3) (Figure 52). 
 
 
 
 
 
 
Les fractions contenant la protéine d’intérêt sont rassemblées, concentrées et injectées sur 
colonne de filtration sur gel (Superdex 200) pour contrôler l’homogénéité de l’échantillon 
(Figure 53). 
 
Figure 51: 
Schéma de la construction 
His-PscL : PscN issue du 
clonage des protéines dans le 
pEt-Duet. 
 
Pour une raison inconnue, seule 
PscL est exprimée dans cette 
configuration. 
 
Figure 52 : Purification de PscL par colonne HISTrap 
 
PscL est produite en grande quantité et est élué pratiquement pure. 
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Comme on peut le voir sur le chromatogramme d’élution de PscL, la protéine est éluée de 
façon très homogène (pic fin et très symmétrique), avec un poids moléculaire apparent de 
grande taille. Le volume d’élution de PscL d’après la calibration de la colonne, fait état d’un 
poids moléculaire apparent de l’ordre de 100 kDa. Le poids d’un monomère de PscL étant de 
24 kDa, nous nous sommes intéressés à la multimérisation possible de cette protéine. Comme 
expliqué précédemment, dans le système flagellaire, FliH est connu sous forme de dimère. 
 
II.2 PscL est un dimère 
Dans le but de mieux comprendre le comportement de PscL en solution, nous avons 
cherché à déterminer l’état d’oligomérisation de cette protéine en solution en utilisant un 
agent pontant : le Bis-Sulfosuccinimidyl Subérate (BS3). 
La fraction la plus concentrée issue de la filtration sur gel est utilisée pour les 
expériences de pontage chimique (Figure 54). 
 
Figure 53 : Purification de  PscL par filtration sur gel 
 
La protéine est éluée sous forme très pure dans les fractions 13, 14 et 15 
Gauche : profil d’élution de la protéine en filtration sur gel (Superdex SD200) 
Droite : Gel SDS-PAGE 
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L’expérience de pontage chimique de PscL révèle l’apparition d’une bande de plus haut poids 
moléculaire, pouvant être expliquée par la dimérisation de PscL (2 x 24 = 48 kDa). Cette 
expérience est ainsi une forte indication que PscL dimérise en solution. Cependant, le poids 
moléculaire d’un dimère, 48 kDa, ne suffit pas à expliquer le profil d’élution de la protéine en 
filtration sur gel. L’homologie de séquence de PscL avec les protéines formant le stator de 
l’ATPase F0-F1 laisse penser que cette protéine puisse être, comme son homologue, de 
structure très allongée, ce qui peut expliquer le poids moléculaire apparent élevé du dimère. 
 
II.3 Protéolyse ménagée 
Les essais de cristallogenèse de PscL n’ont pas abouti à une piste intéressante. En 
effet, dans la majorité des essais, la protéine précipite et ne cristallise pas. Des tests de 
protéolyse limitée ont été menés sur la protéine et un domaine stable a été mis en évidence par 
la trypsine (Figure 55) : 
 
 
Figure 54 :  
Expérience de pontage chimique 
 
PscL est incubé avec une quantité croissante 
d’agent pontant. 
L’apparition d’une bande de plus haut poids 
moléculaire confirme la dimérisation de PscL 
en solution. 
Figure 55: Tests de protéolyse limitée sur PscL 
 
PscL a été incubé différents temps en présence de 5 protéases différentes à un ratio 1:500 (protéase : protéine). 
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 La majorité des protéases dégradent la protéine en de multiples bandes. L’élastase et la 
trypsine sont les protéases les plus intéressantes. En effet, la trypsine permet de dégrader la 
totalité de PscL en un fragment plus stable au bout de 30 minutes d’incubation seulement. Ce 
fragment a été soumis à un séquençage N-terminal et s’est révélé être composé de deux 
peptides (Figure 56) : 
 
 
L’existence de domaines stables isolés par protéolyse limitée est une piste prometteuse pour 
l’obtention de la structure de cette protéine. Il se peut ainsi que la région qui rend difficile la 
cristallisation, car flexible, soit dégradée par la protéase. La construction d’un clone plus court 
commençant donc à l’alanine 23 ou à la leucine 35 pourrait permettre d’obtenir une molécule 
plus compacte, plus facilement cristallisable. Ces études sont à présent en cours au 
laboratoire. 
 
Le fait que PscL doive interagir avec PscN nous a laissé penser que former ce complexe 
permettrait potentiellement de solubiliser PscN. En effet, si PscL se fixe sur une région 
hydrophobe de PscN, cette région sera alors masquée et la solubilté en sera augmentée. Pour 
cette raison, nous avons essayé de reconstituer le complexe PscN : PscL. 
 
III Le complexe PscN : PscL 
Deux techniques ont été utilisées pour reconstituer le complexe : la co-purification et la co-
expression. 
III.1 GST-PscN + PscL 
Pour réaliser ce complexe, GST-PscN a été exprimé en présence des chaperonnes pour 
être soluble puis chargé sur colonne GSTrap. Après lavage, un lysat cellulaire contenant PscL 
a été chargé sur la colonne. Si le complexe est formé, la fraction éluée devrait être composée 
de GST-PscN et de PscL associé à l’ATPase. La figure 57 montre les résultats obtenus : 
 
Figure 56: Résultats du séquençage 
N-terminal de PscL clivé. 
 
En rouge : régions prédites comme 
étant désordonnées 
En vert : première séquence trouvée 
En bleu : deuxième séquence trouvée 
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Comme on peut le voir sur la figure 57, la fraction d’élution 4 présente une bande 
assez intense correspondant potentiellement à PscL (*), qui n’est pas présente quand PscN est 
purifiée seule (OLD). Evidemment, la présence de bandes additionnelles correspondant aux 
chaperonnes contaminant l’échantillon peut être vue dans les deux cas (avec et sans PscL). La 
quantité de PscL fixé sur PscN peut cependant être discutée. Pour le système homologue du 
flagelle, il a été montré que FliH (PscL) interagissait avec FliI (PscN) avec une stoechiométrie 
de 2 FliH pour 1 FliI (Minamino et Macnab, 2000). Bien qu’étant dans un système différent et 
que donc, la stoechiométrie du complexe puisse varier, il semblerait ici que PscL ne puisse 
pas correctement interagir avec l’ATPase. Ce problème est potentiellement dû au fait que les 
chaperonnes masquent le site d’interaction des deux protéines. Pour palier à ce problème, et 
forts de ce résultat encourageant, nous avons décidé de créer un nouveau plasmide à partir 
duquel nous pourrons exprimer le complexe dans la même cellule. Ainsi PscL pourra se fixer 
sur PscN et potentiellement former un complexe soluble. 
 
III.1.1 pEt-Duet : His-PscN : PscL 
La construction choisie pour la co-expression résulte du clonage de PscN dans le premier site 
de clonage du pEt-Duet et de PscL (24 kDa) dans le second (Figure 58) : 
 
Figure 57: Formation du complexe PscN-PscL par pull-down. 
 
GST-PscN a été chargé sur une colonne GSTrap puis lavé. Un lysat cellulaire contenant PscL a 
ensuite était chargé sur la colonne pour former le complexe. 
MW : Poids moléculaire 
4 : Fraction d’élution de la GSTrap (20 mM gluthation réduit) 
OLD : Purification de GST-PscN seul comme contrôle. 
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Ce plasmide a été utilisé pour transformer des bactéries E. coli BL21 (DE3) classiques à partir 
desquelles des tests d’expression ont été réalisés. Ces tests ont abouti à un protocole 
d’expression identique à celui utilisé pour GST-PscN. 
Après 4 litres de culture, le lysat soluble est chargé sur colonne (Histrap 1 ml) et les protéines 
sont éluées (Figure 59) : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le gel SDS-PAGE de la figure ci dessus, confirme l’intéraction entre les deux protéines PscN 
et PscL. Le complexe est cependant mieux formé dans le cas de la co-expression des deux 
protéines. 
Les fractions contenant le complexe PscN : PscL sont rassemblées, concentrées et injectées 
sur une colonne de filtration sur gel (Superdex 200). Le profil d’élution obtenu atteste de la 
stabilité et de la solubilité du complexe (Figure 60) : 
 
 
 
  
 
Figure 58 : 
Schéma de la construction 
His-PscN:PscL issu du 
clonage des gènes codant pour 
les protéines dans le pEt-
Duet. 
 
PscN * PscL * 
Figure 59: Formation du complexe PscN-PscL par co-expression et co-purification sur colonne Histrap. 
 
MW : Poids moléculaire 
Ni : Non induit        I : Induit        L : lysat soluble        FT : Non retenu 
 
 
 
 
Fractions 
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Le complexe PscN : PscL est élué dans le premier « pic », dans les fractions comprises entre 
32 et 39. Le contaminant en dessous de la bande de PscL, identifié par séquençage N-terminal 
comme étant une chaperonne de E. coli, est élué dans les fractions 41 à 47. 
Bien que la cristallogenèse des protéines requière un échantillon d’une très grande pureté, les 
fractions 32 à 38 sont rassemblées puis concentrées jusqu’à 5,5 mg/ml (valeur au delà de 
laquelle le complexe a tendance à précipiter).  
 
III.2 Cristallogenèse du complexe PscN : PscL 
L’échantillon a été testé au robot de cristallisation haut débit du PSB (Partnership for 
Structural Biology) (HTXLab). Les tests se font sur des plaques 96 puis selon la technique de 
la goutte assise (variation de la technique de la goutte suspendue). Six plaques, soit 576 
conditions ont été testées.  
Au bout d’un mois, un cristal sous forme de fines aiguilles est apparu dans la condition 89 du 
kit « The Classics » de chez Qiagen (Figure 61). Les cristaux ont été obtenus à 4°C dans 0,2 
M de sulfate de lithium, 0,1 M de Tris-HCl pH 8,5 et 30% de PEG 4000. Ceci représente une 
piste très prometteuse en vue de l’obtention de la structure complète de l’ATPase du T3SS de 
chez P. aeruginosa en complexe avec une protéine partenaire majeure. L’affinement de cette 
condition est à présent en cours au laboratoire. Pour cela, nous testons la cristallisation du 
complexe à différentes températures, dans différents tampons et avec différents additifs. 
Figure 60: Purification du complexe PscN : PscL par filtration sur gel 
 
Le complexe PscN : PscL (étoiles) est élué entre les fractions 32 et 39 ce qui atteste de sa solubilité et sa 
stabilité. 
Le contaminant (triangle) en dessous de PscL est principalement élué entre les fractions 41 et 47 
 
Fractions * * 
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IV Discussion 
Les expériences menées sur l’ATPase seule n’ont pas abouti aux résultats attendus. En 
effet, PscN est une protéine très hydrophobe et très instable lorsqu’elle est exprimée sans ses 
partenaires.  
La protéine PscL, partenaire de l’ATPase, est très fortement sur-exprimée par la 
machinerie d’ E. coli. La purification permet ainsi d’obtenir un taux de rendement élevé mais 
malgré ces résultats encourageants, aucun cristal n’a pu être obtenu. En effet, la protéine est 
peu stable en solution et possède une forte tendance à précipiter lorsqu’elle est concentrée (au 
delà d’1 mg/ml). Pour palier à ce problème, un domaine plus court, probablement plus stable 
a été isolé par protéolyse limitée. Le clonage de ce domaine dans un plasmide d’expression 
pourrait permettre la production de celui-ci en grande quantité et mener à la résolution de la 
structure de PscL. Tout comme FliH, nous avons montré que PscL est capable de dimériser et 
cette caractéristique est un argument supplémentaire suggérant que les protéines de cette 
famille puissent être homologues au stator de l’ATP synthase, (Lokanath et al., 2006).  
Notre étude du complexe ATPase-PscL semble très prometteuse. 
Le complexe PscN : PscL a été sur-exprimé sous forme soluble pour la première fois. Bien 
que peu stable dans le temps, ce complexe a pu être testé en cristallogenèse et a dores et déjà 
donné une piste très prometteuse. La poursuite des tests de cristallisation du complexe et la 
reproduction des cristaux obtenus avec le robot du PSB sont une priorité pour la poursuite de 
cette étude, mais les cristaux alors obtenus semblent très peu reproductibles.  De nombreux 
groupes travaillent sur l’ATPase du T3SS et ne parviennent pas à obtenir de complexe comme 
celui obtenu au cours de cette étude. La stoechiométrie du complexe et bien évidemment sa 
Figure 61: 
Photo d’un cristal du complexe PscN : PscL obtenu 
au robot de cristallisation haut débit (HTXLab) de 
l’EMBL, après un mois d’incubation à 4°C. 
 
[PscN : PscL] = 5,5 mg/ml 
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structure seront des éléments très importants dans la compréhension de la biogenèse du T3SS 
chez P. aeruginosa.  
 
V ExsB 
 
Du fait du manque de résultats publiables sur ce projet, j’ai émis le souhait auprès de 
ma directrice de thèse, de travailler parallèlement à l’ATPase sur une autre protéine du 
système de sécrétion de type III. Viviana Job, chercheur dans notre groupe travaillait à ce 
moment là sur la sécrétine PscC du système. C’est alors qu’est venue l’idée de caractériser 
ExsB, la pilotine potentielle du T3SS chez P. aeruginosa. Comme décrit dans la partie 
introduction, très peu de choses étaient connues sur cette protéine. En 1995, le groupe de 
Cornelis présente ExsB comme un homologue potentiel de VirG (YscW), la pilotine chez 
Yersinia spp. (Allaoui et al., 1995). Deux ans après, suite à un travail sur la régulation de 
l’ ‘expression de la toxine ExoS, Goranson et ses collègues ont conclu que ExsB n’était pas 
exprimée chez P. aeruginosa. Cet article a conduit à l’abandon des recherches sur ExsB 
puisque depuis, aucun nouvel article ne parlait de cette protéine.  
Nous avons cependant sur-exprimé ExsB dans E. coli et produit des anticorps contre 
cette protéine qui ont prouvé que ExsB était bien exprimée dans P. aeruginosa. De plus, nous 
avons mené des expériences de localisation cellulaire montrant que ExsB était localisé dans la 
membrane externe et résolu sa structure par cristallographie aux rayons X. 
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Résumé de l’article : 
Pseudomonas aeruginosa emploie un système de sécrétion de type III pour injecter des 
toxines directement dans le cytoplasme des cellules-hôte. ExsB est une protéine de 15,6 kDa 
qui partage une forte homologie de séquence avec YscW, une lipoprotéine de Yersinia spp. 
impliquée dans la stabilisation des oligomères de sécrétine YscC. Dans cet article, nous 
montrons pour la première fois que ExsB est exprimée chez P. aeruginosa au moment de 
l’induction de la synthèse des protéines du T3SS et que cette protéine est associée à la 
membrane externe. De plus, nous avons résolu la structure de ExsB par cristallographie aux 
rayons X. ExsB possède un repliement en forme de béta-sandwich unique et arbore une large 
région basique qui pourrait jouer le rôle d’ancrage membranaire. La structure de ExsB ainsi 
que celle du modèle de YscW que nous avons générée est très distincte de celle de MxiM, une 
lipoprotéine impliquée dans la stabilisation de la sécrétine chez S. flexneri et des lipoprotéines 
Pil impliquées dans la formation de l’anneau externe des pili. Nos résultats montrent, entre 
autre, que les lipoprotéines « pilotines » ne sont pas structuralement conservées d’un système 
à l’autre comme il a pu être suggéré dans le passé. 
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ABSTRACT 
 
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen that employs a finely 
tuned type III secretion system (T3SS) to inject toxins directly into the cytoplasm of target 
cells. ExsB is a 15.6 kDa protein encoded in a T3SS transcription regulation operon that 
displays high sequence similarity to YscW, a lipoprotein from Yersinia spp. whose genetic 
neighbourhood also involves a transcriptional regulator, and has been shown to play a role in 
the stabilization of the outer membrane ring of the T3SS. Here, we show that ExsB is 
expressed in P. aeruginosa upon induction of the T3SS, and subcellular fractionation studies 
reveal that it is associated with the outer membrane. The high-resolution crystal structure of 
ExsB shows that it displays a compact !-sandwich fold with interdependent !-sheets. ExsB 
possesses a large patch of basic residues that could play a role in membrane recognition, and 
carries a fold which is distinct from those of MxiM, a lipoprotein involved in secretin 
stabilization in Shigella, as well as Pil lipoproteins involved in pilus biogenesis. These results 
reveal that small lipoproteins involved in formation of the outer membrane ring display clear 
structural differences that may be related to the different functions they play in these systems. 
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INTRODUCTION 
 
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen, the causative agent of a high 
number of nosocomial infections, and a particular threat for cystic fibrosis patients, whose 
lungs it colonizes upon formation of a biofilm. In addition, P. aeruginosa is highly resistant to 
antibiotic treatment due to the action of efflux pumps, as well as of resistance plasmids 
carried naturally 1. Much like several other Gram-negative bacteria, it uses a type III secretion 
system (T3SS), a needle-like apparatus composed of more than 20 proteins whose function is 
to inject toxins directly into the cytoplasm of target cells (Fig. 1a) 2-6. Toxin effects include 
cytoskeletal disruption, permeabilization of the host cell membrane, and oncosis 7-9. 
Over the last few years, considerable efforts have been made to structurally and 
functionally characterize the components of the T3SS in order to further the understanding of 
its biogenesis, assembly, and toxin secretion processes 4,10,11. One main interest has been the 
characterization of the basal body, which is composed of two membrane-imbedded rings that 
span both bacterial bilayers. Notably, the outer membrane ring (OMR) is formed by the 
secretin (PscC in Fig. 1a), an oligomeric protein harboring between 12 to 14 subunits that 
generates a central pore big enough to allow the passage of partially folded proteins 12-15. 
Secretins often require accessory lipoproteins (some of which are termed ‘pilotins’) that allow 
their outer membrane localization and promote the stability of their oligomeric form, as is the 
case for InvH from the T3SS of Salmonella enterica, which is required for the proper 
localization of the secretin InvG 16-19. Such associations have also been described in type IV 
pili 20-22 and T2SS, the latter of which includes the well studied PulS pilotin from Klebsiella 
oxytoca, which promotes localization and stability of the secretin PulD 23-25. MxiM from 
Shigella flexneri, which stabilizes the T3SS secretin MxiD, has been structurally and 
biochemically characterized 26-28, but its classification as a bona fide pilotin is still a matter of 
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controversy due to the involvement of an inner membrane lipoprotein (MxiJ) in MxiD 
stabilization 29. It is of note that although pilot proteins from different systems display low 
sequence identities, they have been described as sharing key features such as low molecular 
weight, high pI, and a lipidation/maturation site at their N-terminus characterized by a 
specific consensus motif (the lipobox; (V/L)XXC;30). Interestingly, systems that lack these 
dedicated lipoproteins can possess secretins that carry a lipidated N-terminus, which is the 
case of HxcQ, a key component of the T2SS of P. aeruginosa, which promotes its self-
piloting to the outer membrane 31.  
The T3SS of Yersinia spp, requires the outer membrane lipoprotein YscW to promote 
OM targeting and oligomerization of the secretin YscC. The absence of YscW reduces the 
oligomerization level of YscC, and in conditions of YscC overexpression, its outer membrane 
targeting is impaired. Interestingly, a non-lipidated form of YscW is non-functional, being 
unstable and potentially unable to correctly localize overexpressed YscC; these results 
suggest that YscW plays the role of pilotin for YscC 16. Notably, YscW shares approximately 
60% sequence similarity (26% identity) with ExsB, which is encoded by the P. aeruginosa 
regulatory operon exsCEBA (Fig. 1b), and Psc and Ysc T3SS form a closely related gene 
clade 32. ExsB was predicted to be a 15.6 kDa, 141 amino acid protein with a pI of 9.43 
carrying a classic LXGC lipidation site and a type II signal peptide 33 within residues 1 to 16 
(Fig. 1d), much like YscW. These observations initially suggested that ExsB could be the 
functional homolog of YscW in the Pseudomonas T3SS system 16,34. Interestingly, an even 
greater similarity (73%; sequence identity 56%) was identified between ExsA and VirF, 
proteins encoded by genes immediately downstream from exsB and yscW in Pseudomonas 
(Fig. 1b) and Yersinia, respectively; their carboxy termini are almost identical 34. ExsA and 
VirF are members of the AraC/XylS family of transcriptional regulators, and are involved in 
the protein interaction cascade that couples secretion activity and transcriptional activation in 
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the T3SS of Pseudomonas and Yersinia 35,36. These observations suggest that there may be a 
number of functional/regulatory similarities within these systems in both pathogens. 
The potential role played by ExsB in T3SS functionality, however, has been 
controversial, since exsB was originally reported as being a non-translated gene in P. 
aeruginosa 37. In order to clarify this point and explore the biological function of ExsB, we 
investigated and validated its synthesis in P. aeruginosa in T3SS-inducing conditions, 
determined its subcellular localization, and solved its high-resolution crystal structure. ExsB 
is an outer membrane protein that displays a novel fold that is distinct from those of other 
secretion or pilus-related lipoproteins that have been previously structurally characterized. 
ExsB folds into a !-sandwich and displays a highly charged region that could potentially be 
involved in outer membrane recognition or binding of partner proteins. These results shed 
light on the function of ExsB/YscW in secretion systems and reveal that structural 
characteristics of other lipoproteins involved in assembly of outer membrane complexes are 
likely to be system-dependent. 
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RESULTS AND DISCUSSION 
 
ExsB is expressed in P. aeruginosa and fractionates to the outer membrane 
 
ExsB is encoded in a locus that controls the synthesis of the ExoS toxin (Fig. 1b), and 
initial attempts by Goranson and co-workers to detect its expression in P. aeruginosa were 
unsuccessful 37. Here, employment of an upstream GTG start codon, leading to the addition of 
four residues at the N-terminus of the predicted ExsB sequence (Met-Arg-Cys-Trp, Fig. 1d), 
yielded an ExsB form that was clearly expressed in E. coli, which allowed us to purify the 
protein and generate specific antibodies directed towards ExsB. In order to confirm the 
expression of ExsB in P. aeruginosa, we prepared whole cell extracts and blotted protein 
content with anti-ExsB antibodies. ExsB was clearly detected in P. aeruginosa cell extracts 
(Fig. 1c) and migrates with an approximate molecular mass of 15 kDa, as predicted from the 
sequence (Fig. 1d). Induction of protein expression was detected both for ExsB and for T3SS 
translocator PopB, used here as a positive control, when cultures were grown in Ca2+ 
depletion conditions (+EGTA), known to induce T3SS operons in vitro 38. The N-terminal 
sequence of ExsB displays one charged amino acid followed by a stretch of 
hydrophobic/uncharged residues, which is the characteristic signature of a signal peptide. This 
sequence is followed by the LXGC motif (blue box in Fig. 1d), indicative of a lipoprotein-
processing site, suggesting that ExsB could be associated with the membrane through its lipid 
recognition sequence. In order to identify the cellular localization of ExsB, inner and outer 
membranes of a highly cytotoxic P. aeruginosa strain (CHA, originally isolated from a cystic 
fibrosis patient) were separated by sucrose density gradient centrifugation after induction of 
the T3SS by Ca2+ depletion. 
P. aeruginosa  Résultats 
 
144 
 
Fig.  1.  ExsB  is  expressed  by  induction  of  the  type  III  secretion  system  of Pseudomonas.  
(A) Schematic diagram of the T3SS of P. aeruginosa 4. Whilst the inner membrane harbors 
superposed rings and a number of associated proteins, the outer membrane ring is composed of a 
single oligomeric protein, the secretin.  
(B) The exsCEBA operon is comprised of four genes under the control of the pC promoter. Of note, 
the beginning of the exsB gene overlaps with the end of the exsE upstream gene. 
(C) ExsB is expressed in P. aeruginosa. Bacteria were grown in T3SS non-inducing (EGTA-) or 
inducing (EGTA+) conditions. Cells and supernatants were analysed for the presence of ExsB, 
PopB (a T3SS translocator protein) and DsbA (loading control). As expected, under conditions of 
T3SS induction, PopB is secreted (bottom) and its cytoplasmic pool is increased. An increase in 
ExsB production is also observed under calcium depletion conditions.  
(D) Sequence alignment of ExsB homologs in Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis, 
Photorhabdus luminescens and Aeromonas salmonicida. Identical residues are shown with a red 
background, whereas similar residues are shown in red and highlighted with blue boxes. Conserved 
cysteines are highlighted in green, whereas the lipobox residues are shown with a blue background. 
The black rectangle encompasses the 4 additional residues in P. aeruginosa which should now be 
considered as part of the full-length sequence, and include the ‘new’ start codon. Secondary 
structure elements visualized in the ExsB structure are indicated above the sequences. 
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 Fractions were recovered and samples were loaded on 15% SDS-PAGE gels and 
analyzed by Western blotting. Inner and outer membranes were identified through the 
presence of XcpY and OprF, selective markers for inner and outer membranes, respectively. 
ExsB was found to be co-localized with the secretin PscC to the outer membrane (Fig. 2), 
much like its Yersinia counterpart, YscW, which co-localizes with secretin YscC 16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The structure of ExsB reveals a novel fold 
 
In order to gain further insight into ExsB functionality, we crystallized it and solved its 
high-resolution structure. In order to obtain soluble, crystallizable protein, we employed a 
construct lacking the signal peptide and the lipidation sequence. Our construct harbored two 
tags, namely a hexa-histidine tag followed by a maltose-binding protein (MBP) located N-
terminally to ExsB (17-141) and intercalated by a thrombin cleavage site (Fig. 3a). This 
construct was expressed in the E. coli periplasm and purified by Ni-chelating and cation 
Fig. 2. ExsB and PscC localize to the outer membrane.  
Membranes of the clinical P. aeruginosa CHA strain were separated on a 
sucrose gradient and protein content was analyzed by Western blot with 
antibodies directed against ExsB and PscC. The major porin OprF (visualized 
by Coomassie staini g) and XcpY (Western blot) were used to i entify outer 
and inner membranes, respectively. Note that ExsB co-localizes with the 
secreti  PscC. 
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exchange (Mono S) chromatographies; tags were removed by thrombin cleavage prior to 
crystallization. Gel filtration experiments performed on a Superdex 200 column revealed that 
ExsB eluted as a monomer (not shown). ExsB (17-141) crystallized in space group C2 with 
three molecules in the asymmetric unit, and the structure was solved by performing a single 
anomalous dispersion (SAD) experiment on a selenomethionylated crystal at the ESRF 
synchrotron in Grenoble. This initial experiment generated a 3 Å model, which was 
subsequently used to phase native data collected to 1.8 Å. Data collection, phasing and 
refinement statistics are included in Table I, below. 
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The structure of ExsB is composed of 7 !-strands and an %-helical turn (Fig. 3b) and 
folds into a curved !-sandwich. The 3 smaller strands (!1, !4 and !7) are packed against the 4 
longer curved strands (!2, !3, !5 and !6) forming a 40 x 20 Å structure. The region between 
the two !-sheets is decorated with side chains from both sheets, forming a tightly packed 
arrangement. Although the detergent dodecyl maltoside (DDM) was employed in the 
purification and was present as an additive in the final buffer at a concentration of 1 mM, it 
could not be visualized in the electron density map. Analysis of the structure of ExsB by the 
DALI server (http://echidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/) identified strong structural 
similarities with specific domains of !-galactosidases; the significance of this similarity is 
unclear. 
The structure also revealed the formation of a disulfide bridge between the well-
conserved C-terminal cysteines (Cys125 and 129) (Figs. 1d, 3b, 3c). The role of this disulfide 
bond is unclear, since a stabilizing effect may be excluded due to the proximity of the two 
residues involved. Although their conservation in ExsB-like molecules from all Ysc-T3SS-
related organisms (Fig. 1d) suggests that they could play a common role in a number of 
different species, Yersinia strains carrying YscW with the two C-terminal Cys residues 
mutated into serines did not display any T3SS-related phenotype 34. 
Two features of the ExsB structure of particular interest. The first one is a positively 
charged residue patch, on the surface of the curved !-sheet, composed of four arginines that 
point out into the solvent (Arg46, Arg48, Arg64 and Arg91; Fig 4a). This basic region could 
potentially mediate the interaction between ExsB and acidic lipids in the outer membrane, as 
it has been reported for other membrane-recognizing proteins such as Src, a tyrosine kinase 
implicated in signal transduction which employs a cluster of basic residues to enhance its 
recognition of lipid head groups on the plasma membrane 39 and HIV phosphoprotein Nef, 
which is essential for the modulation of signal transduction pathways upon HIV infection and  
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Fig. 3. Three-dimensional structure of ExsB. 
(A) Schematic diagram of the ExsB construct employed for X-ray crystallography 
studies in this work. LVPRGS is the thrombin cleavage sequence.  
(B) ExsB folds into a !-sandwich with a short %-helix. The disulfide bridge is shown 
in light green.  
(C) The topology diagram of ExsB reveals that the !-sheets are interdependent (i.e., 
strands do not form independent sheets, but are woven between both sheets). !-strands 
forming the two !-sheets are shown in yellow and in green. The disulfide bridge is 
shown in light green. 
P. aeruginosa  Résultats 
 
149 
whose membrane-recognition basic cluster is located at its N-terminus 40. It is of interest that 
the latter authors demonstrated that mutations within the basic region of Nef greatly reduced 
membrane association, causing dramatic alterations in its subcellular distribution. 
Secondly, ExsB harbors a small acidic patch, formed by residues Asp81, Glu84, and 
Glu86, located close to its N-terminal extremity (Fig. 4b); this region marks one edge of a 
cradle-shaped area identified with SURFNET, a program employed to generate molecular 
surfaces and predict potential protein binding sites 41. The cradle identified in this manner is 
in fact an elongated region of 1100 Å3 that harbors a number of hydrophobic residues within 
the trough and is a potential binding site for other T3SS partner proteins. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  4  Key  charged  regions  in  
ExsB.  
 
 (A)  ExsB  displays  a  highly  
basic  region (repr sented in blue i  
the structure). This region is rich in 
arginine residues (Arg46, Arg48, 
Arg64 and Arg91). (B) View from 
the bottom of ExsB (i  relation to 
A), showing the acidic region of 
ExsB: Asp81,Glu84 and Glu86 
generate the negative charge of this 
region. 
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Notably, the structure of ExsB is distinct from that of MxiM (Fig. 5), a key lipoprotein 
of the Shigella T3SS which has been shown to interact with the secretin MxiD 28. Although 
both structures display stacked antiparallel !-sheets, ExsB lacks the elongated %-helix present 
in MxiM, as well as the linear hydrophobic tunnel at its core, shown to bind lipids 26. In 
addition, ExsB displays no structure similarity to any of the outer membrane-associated 
lipoproteins involved in either assembly of secretion systems or pilus macromolecular 
machineries whose 3D structures have been solved (Fig. 5). Although most of them have 
been implicated to different extents in assembly of the secretin, the main component of the 
OMR, it is of note that all of the structures show clear differences. In addition to being 
distinct from MxiM, the structure of ExsB is also different from that of PilP and PilW, both 
of which are involved in assembly of the PilQ secretin of the type IV pilus of Neisseria 
meningitidis, and PilF, which participates in the analogous process in Pseudomonas. The 
NMR structure of PilP displays a small !-stranded core and was found to resemble 
streptavidin 42. PilW, on the other hand, in whose absence PilQ remains monomeric 43, folds 
as a disulfide bridged tetratricopeptide (TPR) protein 44, much like PilF 22,45. Thus, even 
amongst proteins that have been clearly linked to assembly of outer membrane elements, 
structural differences do not allow for the generalization of their functions. These 
observations underline the importance of determining the role of each one of these proteins in 
secretion/pilus formation, as well as details of their interactions with their cognate protein 
partners, prior to generalization regarding their mechanisms of action 29. 
The localization of ExsB within an operon involved in transcriptional regulation is 
also of interest. The gene coding for ExsB is located immediately upstream of ExsA, an 
AraC/XylS-type regulator. Transcriptional activation and secretion are linked through a 
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protein interaction cascade that involves not only ExsE and ExsC, but also ExsD, which 
antagonizes the activity of ExsA by directly binding to it, forming a 1:1 complex that cannot  
 
bind DNA 36,38. Despite its genetic localization, ExsB is yet to be shown to be involved in any 
type of transcriptional regulation loop, much like its Yersinia counterpart, YscW, whose gene 
is also located immediately upstream from a transcriptional regulator of the AraC/XylS 
family. Interestingly, a P. aeruginosa strain deleted of exsB displayed severely reduced 
production of the T3SS toxin ExoS, suggesting that it plays an important role in T3SS 
functionality 37. It is thus conceivable that these proteins may display distinct mechanisms of 
action that are nonetheless crucial for the optimal functioning of a finely tuned type III 
secretion system. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Protein expression in Pseudomonas aeruginosa 
Fig. 5 Gallery of lipoproteins 
and pilotins. ExsB, MxiM and 
PilP display b-sandwich folds, 
with that of MxiM resembling 
the structure of lipocalins 26. 
PilW and PilF, on the other 
hand, display an all-helical 
(TPR) fold. This gallery reveals 
that lipoproteins involved in 
assembly of outer membrane 
structures possess very different 
folds. PDB codes : 1Y9L 
(MxiM from S. flexneri), 2YJL 
(ExsB from P. aeruginosa), 
2IVW (PilP from N. 
meningitidis), 2VQ2 (PilW 
from N. meningitidis), and 
2HO1 (PilF from P. 
aeruginosa). 
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Clinical isolate CHA, a P. aeruginosa strain originally isolated from a cystic fibrosis 
patient 46, was used for all experiments and was grown in LB medium at 37°C with agitation 
at 300 rpm. The T3SS was induced by calcium depletion with 5 mM EGTA and 20 mM 
MgCl2. 5 mM CaCl2 was added in non-induced cultures in order to prevent basal T3SS 
protein expression. At an optical density (OD600) of 1, the cells were pelleted by 
centrifugation at 5,000g and 4°C. For Western blotting, the supernatants were mixed with 
sample buffer and, for total cell protein analysis, cells were concentrated twice and 
subsequently boiled for 10 minutes in sample buffer. 
 
Membrane separation by sucrose gradient centrifugation 
 
Inner and outer membranes were separated by centrifugation on sucrose gradients. Cell pellets 
from a 500 mL T3SS-induced P. aeruginosa culture were resuspended in 25 mL of buffer 
(20% sucrose (w/w) in 10mM Tris-HCl at pH 7.4, 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl 
fluoride), 10 $g/mL RNase, 10 $g/mL DNase). After cell lysis with a M-110P Microfuidizer 
at 15000 p.s.i. for 5 min, unbroken cells were removed by centrifugation and total membranes 
were isolated by ultracentrifugation at 138,000g for 45 min. Inner and outer membranes were 
separated by a sucrose gradient as described by Viarre and co-workers 31. Briefly, total 
membranes were resuspended in a buffer containing 20% sucrose (w/w), 8 mM Tris-HCl at 
pH 7.4, 4 mM EDTA and protease inhibitor cocktail complete (Roche) and loaded at the top 
of a 30-60% sucrose gradient in the same buffer. After 72 hours of ultracentrifugation at 
190,000g, 24 fractions of 500$L were collected and analyzed by SDS-PAGE and Western 
blotting. 
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Electrophoresis and Western blotting 
 
Samples were analyzed by SDS-PAGE on 15% polyacrylamide gels. Proteins were 
stained with either Coomassie blue or analyzed by Western blots. For the latter experiments, 
proteins were transferred onto nitrocellulose membranes; after incubation with primary 
antibodies raised against ExsB (obtained from mice injected with the purified protein 
employed for X-ray crystallography; Agro-Bio), PopB 47 or XcpY, secondary HRP-associated 
antibodies were added. Proteins were detected with a chemiluminescence kit (GE Healthcare). 
 
Expression and purification of recombinant proteins 
 
The region of the P. aeruginosa exsB gene coding for amino acids 17 to 141 was 
amplified using conventional PCR methodologies and cloned into a modified pMalE vector 
44. The resulting vector was transformed into E. coli Rosetta II cells (Invitrogen) to produce 
recombinant protein with an N-terminal hexa-histidine tag followed by an MBP. Protein 
expression was induced in Luria-Bertani Medium (LB) with 1 mM IPTG at 37°C for 3 hours. 
Bacteria were pelleted by centrifugation, resuspended in a minimal volume of buffer (20 mM 
HEPES pH 7.5, 200 mM NaCl, 20 mM imidazole, 1 mM DDM (Anatrace)) and lysed by 
sonication. The lysate was clarified by centrifugation and incubated with Ni chelating resin 
(GE Healthcare) pre-equilibrated in lysis buffer. Protein elution was performed by an 
imidazole step-gradient. Fractions containing ExsB were pooled and dialyzed for 2 hours at 
4°C into 20 mM HEPES pH 7.5, 200 mM NaCl, 20 mM imidazole, and subsequently 
incubated with 1 unit of thrombin protease per mg of MBP-ExsB. The protein was 
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subsequently reincubated with the Ni Sepharose resin and the eluted cleaved product dialysed 
2 hours into 20 mM HEPES pH 7.5, 20 mM NaCl. ExsB was then loaded onto a 1 ml 
prepacked cation exchange column (Hitrap SP XL; GE HealthCare) pre-equilibrated in a low 
salt concentration buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 20 mM NaCl, 1mM DDM). Elution of the 
pure, concentrated protein, was achieved by a step-gradient elution with a high salt 
concentration buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM DDM). ExsB was further 
concentrated to 5 mg/ml and used for crystallization tests. 
Selenomethionylated ExsB was expressed in E. coli Rosetta II cells in M9 minimal 
medium supplemented with thiamine (200 mg/L), leucine (50 mg/L), valine (50 mg/L), 
isoleucine (50 mg/L), lysine (100 mg/L), phenylalanine (100 mg/L), threonine (100 mg/L) 
and selenomethionine (60 mg/L). Expression and purification was performed as for the native 
protein. 
 
Crystallization, data collection, and structure solution 
 
Crystals of both native and selenomethionylated ExsB were grown by the hanging-
drop vapor diffusion method at 20°C in 0.1 M Tris-HCl pH 8.5, 1.5 M (NH4)2SO4, and 0-10 
% glycerol. 1 "L of protein solution at 5 mg/mL was mixed with 1 "L of mother liquor, and 
the drop was sealed onto a 1 mL reservoir. Crystals were cryoprotected by brief soaking in 
mother liquor containing 20% glycerol, and were subsequently flash-cooled in liquid nitrogen 
directly on the loop used for data collection. A SAD experiment was performed on the Se 
edge on beamline ID23-EH1 at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF). The 
dataset from the SAD experiment, collected to 3.0 Å, was processed and scaled with XDS 48, 
revealing a C2 space group. Identification of selenium atom positions, refinement, phasing 
and automatic model building were performed with PHENIX 49. PHASER 50 was 
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subsequently used to perform molecular replacement using the model generated by the SAD 
experiment in order to phase a native data set (1.8 Å, space group C2) collected at the ESRF 
on beamline ID14-EH1. Cycles of manual building were performed using Coot 51 coupled 
with refinement cycles by REFMAC 5.5 52.  
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V.1 Discussion  
Le système de sécrétion de type III est une machinerie très complexe. L’étude des 
interactions protéines-protéines est donc d’une importance capitale pour comprendre la 
biogenèse et le fonctionnement de ce facteur de virulence majeur pour P. aeruginosa. ExsB 
est une lipoprotéine ancrée dans la membrane externe et pourrait stabiliser PscC, la sécrétine 
du système. Nous avons montré pour la première fois que ExsB était exprimée au sein du 
système de sécrétion chez Pseudomonas. Sa présence au sein de l’opéron de régulation est 
cependant surprenante mais étant membranaire, sa contribution à la régulation génétique du 
système ne semble pas envisageable. La structure de ExsB est formée de deux feuillets béta et 
ne permet pas d’expliquer sa fonction de « pilotine ». L’identification d’un complexe ExsB-
PscC pourrait enfin valider le rôle de ExsB comme étant la pilotine du système. La structure 
de ce complexe, point culminant de l’étude, permettrait de comprendre comment ExsB 
stabilise la sécrétine PscC. La forte homologie de séquence entre ExsB-PscC et YscW-YscC 
ainsi qu’avec tout les homologues du systèmes Ysc rend cette étude très intéressante pour de 
nombreux pathogènes.  
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Au cours de mon programme de thèse, j’ai participé à l’écriture de deux revues sur le 
système de sécrétion de type III. L’une d’entre elles est basée sur la biogenèse de la base du 
système (revue I) et la deuxième décrit plus précisément le pore de translocation (revue II). 
 
 
I Biogenesis, regulation, and targeting of the Type III Secretion System 
 
Résumé : Le système de sécrétion de type III est utilisé par de nombreux pathogènes à Gram 
négatif, pour injecter des toxines directement dans le cytoplasme des cellules eucaryotes. La 
biogenèse de cette nano machine nécessite la coopération de plus d’une vingtaine de protéines 
cytoplasmiques, périplasmiques et membranaires impliquées dans des processus de 
polymérisation, d’interactions protéiques et de dénaturation partielle. Les éléments de ce 
complexe macromoléculaire ont été caractérisés par microscopie électronique, résonnance 
magnétique nucléaire et cristallographie aux rayons x, ce qui a permis de mieux comprendre 
la régulation spatiotemporelle du système. Dans cette revue, nous décrivons les récentes 
avancées structurales ainsi que l’identification de ligands jouant le rôle d’inhibiteur pour le 
système de sécrétion de type III. 
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II Membrane targeting and pore formation by the Type III Secretion 
System Translocon 
 
Résumé : Le Sytème de Sécrétion de Type III est un complexe macromoléculaire utilisé par 
de nombreux pathogènes pour initier le mécanisme d’infection. Les toxines sont synthétisées 
au sein du cytoplasme bactérien et transitent par le système de sécrétion de type III traversant 
les deux membranes bactériennes pour être injectées directement dans le cytoplasme de la 
cellule-cible eucaryote. Un élément essentiel au fonctionnement du T3SS est le « translocon » 
qui constitue un pore enchâssé dans la membrane eucaryote. Ce translocon est formé par trois 
partenaires protéiques ; Deux protéines sont hydrophobes, la troisième est hydrophile et 
permet l’association avec l’aiguille. Dans cette revue, nous décrivons les aspects 
biochimiques et structuraux des protéines impliquées dans la formation du pore de 
translocation ainsi que leur participation dans la modification des processus cellulaires 
eucaryotes au cours de l’infection. 
 
Contribution: Ma contribution à cette revue est principalement la rédaction de la section 
traitant de l’ATPase du système. J’ai aussi participé à la réalisation des figures. 
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